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RIASSUNTO 
 
 
Il cambiamento climatico è una delle sfide più impegnative a cui è esposta l’umanità. 
L’elevato consumo pro capite di energia e di materiali oltre all’uso sempre più ampio 
delle risorse naturali, contribuiranno ad aumentare (i) i livelli di temperatura, (ii) la 
distribuzione spazio-temporale dei fenomeni piovosi e (iii) l’inquinamento in molte 
aree urbane, soprattutto nel bacino del Mediterraneo. Questi fenomeni, strettamente 
intrecciati, richiedono sistemi di monitoraggio sempre più sofisticati ed efficienti. Il 
presente lavoro si inserisce nell’ampio quadro degli studi finalizzati a caratterizzare il 
funzionamento e le prestazioni degli organismi in siti chiave di alcune città modello 
oltre che il loro ruolo per un possibile miglioramento ambientale. Questa tematica è 
stata sviluppata secondo due linee di ricerca: 1) la caratterizzazione della risposta allo 
stress foto-ossidativo di alberi di Quercus ilex L. posti all’interno di aree verdi della 
città di Trieste; 2) aspetti peculiari dell’ecofisiologia del lichene epifita Flavoparmelia 
caperata (L.) Hale mediante analisi di laboratorio e di pieno campo. Per quanto 
riguarda la prima linea di ricerca, sono stati analizzati fattori legati ai principali 
sistemi antiossidanti (enzimatici e non) coinvolti nella detossificazione delle specie 
reattive dell’ossigeno (ROS), composti responsabili dei meccanismi di 
osmoregolazione e marker d’integrità dell’apparato fotosintetico. Dai risultati ottenuti, 
è possibile evidenziare come l’adattamento all’inquinamento e all’antropizzazione si 
manifesti nei vari siti secondo meccanismi differenti. Nel sito di Miramare, si 
registrano i più alti livelli di ROS totali, acido abscissico e saccarosio, documentando 
così una spiccata senescenza. Al contrario, nel sito di Roiano sono stati riscontrati i 
valori più bassi di fenoli liberi, suggerendo come le foglie, in virtù di una ridotta 
elasticità cellulare e di una maggiore capacità di raggiungere il turgore anche in 
presenza di ridotti contenuti di acqua, siano in grado di adattarsi meglio a condizioni 
ambientali non ottimali. Nella seconda linea di ricerca, è stata condotta una serie di 
analisi di laboratorio su trapianti lichenici volte ad approfondire le tempistiche di 
attivazione degli apparati fotosintetici in presenza di differenti condizioni di 
conservazione (e.g. umidità relativa, UR) ed estrazione (lavaggi sequenziali in acetone 
puro). Si è proceduto alla messa a punto di procedure più idonee per il 
campionamento e alla stesura di protocolli sperimentali per la determinazione dei 
5 

livelli delle specie reattive dell’acido tiobarbiturico e dei pigmenti fotosintetici. Dai 
risultati ottenuti, è stato possibile osservare che i diversi regimi di UR possono 
influire sulle risposte fisiologiche di F. caperata e sull’attivazione di meccanismi di 
difesa. Tali metodiche sono state applicate a campioni trapiantati che sono stati 
esposti in tre successive stagioni (inverno 2014, estate 2014 ed estate 2015) in due 
città che si caratterizzano per regimi di temperatura, UR, piovosità e fonti di 
inquinamento atmosferico ben differenziati. I risultati delle tre campagne espositive 
confermano la maggiore importanza dei fattori micro- e mesoclimatici nel 
determinare le risposte fisiologiche di F. caperata rispetto alla presenza di inquinanti, 
in particolare di quelli fotochimici ai quali i licheni sembrano resistere grazie ad una 
fisiologica abbondanza di meccanismi di difesa contro le ROS. 
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1. PREMESSA 
 
 
Nel corso degli ultimi decenni si è verificato, accanto al processo di rapido 
incremento demografico, un altrettanto veloce e rilevante fenomeno di 
urbanizzazione. La popolazione mondiale residente in città è passata dal 30% circa nel 
1950, al 54% nel 2014 ed e è prevista raggiungere il 66% (con punte anche superiori 
in Europa e America) entro il 2050 (Fig. 1). Questo, a fronte di una ridotta superficie 
delle aree urbane rispetto all’intero pianeta, di cui esse rappresentano solo il 3% 
(United Nations, World Urbanization Prospects, 2014).  
 
 
Fig. 1  
Popolazione urbana e rurale mondiale, 1950–2050 (United Nations, World Urbanization Prospects, 
2014). 
 
A tali livelli di densità abitativa, sussistono problemi di carenza idrica e inquinamento 
atmosferico, condizioni che saranno aggravate, con alta probabilità, dagli effetti dei 
previsti cambiamenti climatici. Infatti, le città del futuro saranno esposte a 
temperature più alte, maggiore aridità e maggiore alterazione della composizione 
dell’atmosfera. Nel quinto rapporto dell'Intergovernmental Panel on Climate Change 
(IPCC, 2013) si prevede che la temperatura dell'aria aumenterà di un valore compreso 
tra 0,3 e 4,8 °C (a seconda dei modelli predittivi) entro la fine di questo secolo. Nei 
prossimi decenni sono altresì possibili significativi cambiamenti del regime dei venti e 
dei fenomeni piovosi, con un ipotizzato decremento delle precipitazioni totali 
nell'areale mediterraneo, accompagnato da eventi siccitosi più frequenti in tutta 
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Europa (Fig. 2). I cambiamenti delle condizioni meteorologiche avranno probabili 
conseguenze sugli episodi di alti livelli d'inquinamento, destinati ad aumentare, 
nonostante un adeguato controllo e monitoraggio delle emissioni (IPCC, 2013). 
 
 
Fig. 2 
(In alto a sinistra) Forcing radiativo totale globale medio secondo i quattro scenari RCP. 
(In basso a sinistra) Serie temporali delle anomalie di temperatura media annuale globale della 
superficie terrestre. (Mappe) Modelli di cambiamento della temperatura media dell’aria previsto per i 
periodi 2016-2035 e 2081-2100, paragonati al periodo di riferimento 1986-2005 (IPCC, 2013). 
 
 
Gli alberi saranno interessati in modo particolare da questi cambiamenti a causa del 
loro ampio ciclo vitale e conseguente lentezza nell'adattamento genetico e quelli 
presenti in città vedranno, quindi, peggiorate le loro condizioni, già sfavorevoli 
rispetto a quelle delle specie vegetali rurali. In ambiente urbano sussistono, infatti, 
maggiori livelli di inquinamento provocato dal traffico e da altre emissioni antropiche; 
scarsa disponibilità idrica; effetto “isola di calore”. Quest’ultimo è un fenomeno che 
determina un microclima più caldo all'interno delle aree urbane, rispetto alle zone 
circostanti, per la presenza in città di materiali che aumentano l’accumulo di calore, 
come asfalto e cemento, il contributo da impianti di riscaldamento/rinfrescamento, 
l’effetto serra urbano con più radiazione ad onda lunga (Rizwan et al., 2008). Le 
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modificazioni prodotte dal cambiamento climatico comprendono: alterazione della 
distribuzione vegetale, modifiche della crescita e della fenologia degli alberi, 
diffusione di parassiti animali e vegetali e danno (o morte) di esemplari a seguito di 
eventi meteorologici estremi (Yang, 2009). Gli ecosistemi arborei rappresentano una 
risorsa essenziale per l'ambiente urbano, offrendo una gamma di importanti funzioni 
ecologiche (Nowak e Dwyer, 2007), non solo in relazione ai loro benefici estetici e 
sociali, ma anche per i loro effetti positivi sulla qualità dell'aria (Nowak et al., 2000). 
Essi garantiscono più ordini di vantaggi: (i) sequestrano e stoccano carbonio (C) 
atmosferico, inquinanti gassosi e particolato; (ii) garantiscono il miglioramento del 
microclima (grazie alla produzione di ombra e ai meccanismi di evapo-traspirazione); 
(iii) assicurano adeguati livelli di biodiversità ed elementi di raccordo naturali tra 
spazi e habitat urbani e non-urbani; (iv) riducono il rumore (Cavanagh et al., 2009; 
Yang et al., 2005; Escobedo e Nowak, 2009; Akbari et al., 2001). Gli alberi in città 
rappresentano, quindi, anche un'opportunità per affrontare i processi di mitigazione 
del cambiamento climatico e di adattamento alle mutate condizioni ambientali 
(Ordóñez et al., 2010). Un marcato stress ambientale, come quello previsto nei 
prossimi anni, determinerà delle alterazioni nel metabolismo dell'ossigeno (O2) tali da 
indurre stress ossidativo (Heath, 2008; Solimana et al., 2012; Bulbovas et al., 2010; 
Niinemets, 2010). Quest’ultimo si verifica quando le specie reattive dell'O2 (ROS) 
eccedono la capacità antiossidante e di riparazione della cellula, con danni a carico di 
lipidi, proteine e acidi nucleici (Mullineaux e Baker, 2010). Il persistere di questa 
situazione causa danni irreversibili, quali: chiusura stomatica, riduzione della 
conduttanza idraulica delle radici, calo della capacità fotosintetica e precoce 
senescenza fogliare. Tali manifestazioni sottostanno all'induzione di molecole segnale 
che stimolano risposte secondarie a livello genico, metabolico ed ormonale 
(Kangasjärvi et al., 2005; John et al., 2002).  
Quando il processo fotosintetico è drasticamente ridotto in presenza di stress, 
l'eccesso di energia di eccitazione dei fotosistemi induce la produzione di ROS a 
livelli che risultano dannosi per la pianta (Biswal et a., 2011). Il calo della 
conduttanza stomatica e l'alterazione del mesofillo (Centritto et al., 2009) possono 
inoltre determinare una diminuzione della concentrazione di biossido di carbonio 
(CO2) nel cloroplasto, incrementando la suscettibilità alla fotoinibizione. In condizioni 
limitanti di fissazione di CO2, il tasso di potere riducente prodotto può superare quello 
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del suo utilizzo nella catena di trasporto elettronico. In questa situazione, l'energia di 
eccitazione non è utilizzata in maniera sufficientemente rapida dai centri di reazione 
con una conseguente attivazione dei meccanismi di morte cellulare. In ambiente 
urbano il valore relativo dei vari componenti del sistema antiossidante complessivo 
della pianta deve essere valutato in dettaglio a livello fisiologico, biochimico e 
molecolare.  
La caratteristica essenziale per la sopravvivenza delle piante al variare delle 
condizioni ambientali è la loro capacità di monitorare in continuo le fluttuazioni delle 
condizioni di luce, temperatura, disponibilità idrica, livelli di CO2, concentrazioni di 
ozono (O3), ecc. Per questo motivo, esse potrebbero essere impiegate come 
bioindicatori del cambiamento, ovvero strumenti in grado di fornire informazioni 
continuative riguardo i mutamenti in atto nell’ambiente. 
Anche i licheni sono ottimi bioindicatori in grado di rispondere a vari livelli 
(cellulare, specie e comunità) ai cambiamenti (Garty, 2001) e da decenni, ormai, sono 
utilizzati per il monitoraggio dell’inquinamento atmosferico, sia come indicatori di 
presenza, che come accumulatori. I licheni rappresentano organismi-modello 
alternativi alle piante vascolari, poiché funzionano su basi fisiologiche differenti e 
possono quindi dare informazioni ambientali complementari ad esse (Proctor e Tuba, 
2002). Questi organismi sono un esempio di simbiosi tra un partner fungino 
(micobionte) e uno o più partner fotosintetici (fotobionte/i), risultato di complessi 
processi evolutivi avvenuti più volte nel regno dei Mycota (Schoch et al., 2009). I 
licheni sono privi di organi deputati all'assorbimento di acqua, di strutture che 
regolano gli scambi gassosi e di tessuti protettivi come quelli tipici delle piante 
vascolari: non hanno radici, stomi e cuticola, ma assorbono acqua, sostanze nutritive e 
gas direttamente dall'atmosfera mediante l'intera superficie del tallo (Nash, 1996). E’ 
questo il motivo per cui sono molto più sensibili delle piante alle sostanze inquinanti 
aerodiffuse e possono essere usati come indicatori di presenza di particolari 
contaminanti. La loro crescita e capacità di insediamento viene, infatti, limitata in aree 
con forti livelli di idrocarburi aromatici, polveri, ossidi di azoto (NOx), monossido di 
carbonio (CO), CO2, biossido di zolfo (SO2) (Nimis, 1994; Loppi et al., 1997). Inoltre, 
a differenza della maggior parte delle piante superiori, in essi non avviene il 
fenomeno dell’abscissione fogliare, perciò i talli non hanno la possibilità di liberarsi 
periodicamente dalle parti vecchie o danneggiate e nemmeno dalle sostanze 
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contaminanti qui accumulate. Ecco perché sono anche utilizzati per monitorare la 
presenza di molecole persistenti, sfruttando la capacità di alcune specie di 
sopravvivere accumulando alte concentrazioni di metalli pesanti, radionuclidi, non-
metalli (come lo zolfo ed il fluoro), composti xenobiotici come gli idrocarburi 
clorurati (Nieborer e Richardson, 1981; Perkins e Millar, 1987; Bacci et al., 1986; 
Thomas et al., 1984). Il grande successo evolutivo di questi organismi è legato alla 
possibilità di colonizzare habitat terrestri che sono preclusi ad altri organismi, in 
quanto possono utilizzare la risorsa idrica anche quando questa è disponibile per 
periodi limitati e intermittenti. Essi sono infatti capaci di passare ad uno stato di vita 
latente in assenza di adeguate fonti di acqua, per riprendere molto rapidamente le 
normali attività metaboliche non appena essa diventa nuovamente disponibile 
(Honegger, 2001; Kranner et al., 2008). La maggiore o minore resistenza delle specie 
licheniche agli inquinanti atmosferici è strettamente specie-specifica e potrebbe essere 
fortemente legata a differenze nei meccanismi di resistenza al disseccamento (Piccotto 
et al., 2011; Candotto Carniel et al., 2011). La disidratazione e la successiva 
reidratazione del citoplasma in presenza di un’atmosfera ossidante sembrano, infatti, 
determinare la formazione di ROS, cioè le stesse molecole che sono indotte dai più 
importanti inquinanti gassosi (NOx e O3) (Weissman et al., 2005; Weissman et al., 
2006). I licheni quindi hanno evoluto alcuni meccanismi di difesa per far fronte ad 
uno stress intrinsecamente legato alla loro peculiare biologia (Beckett et al., 2008). 
L'importanza dei fattori mesoclimatici, in particolare della disponibilità idrica, nel 
determinare la distribuzione dei licheni in ambiente urbano è pertanto argomento che 
merita approfondimento. Da qui l’utilità di comparare le “performances” di licheni in 
ambienti urbani e in ambienti rurali (Tretiach et al., 2012), così come quelle di licheni 
presenti in città in cui l'effetto “isola di calore”, sia progressivamente più pronunciato. 
L'azione del cambiamento climatico sui licheni si esplica direttamente o 
indirettamente attraverso alterazione del loro habitat e/o dell'interazione intra- ed 
interspecifica. Per questo, essi possono essere utilizzati come sistema modello per 
rilevare tali cambiamenti a livello globale e locale. Informazioni circa la natura delle 
sostanze chimiche e la rete di segnali attivati dai licheni e dagli alberi in presenza di 
condizioni ambientali estreme può contribuire a migliorare le loro condizioni di vita 
in modo da proteggere questi preziosi organismi ed interpretare la risposta del biota a 
differenti scenari (presenti e futuri).   
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1^ LINEA DI RICERCA: 
 
Caratterizzazione della risposta allo stress foto-ossidativo in Quercus 
ilex 
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2. INTRODUZIONE 
 
 
I sistemi vegetali urbani possono essere considerati dei laboratori a cielo aperto, in cui 
valutare l’adattamento degli alberi alle condizioni ambientali delle città, con 
particolare riferimento ai fenomeni di cambiamento globale. Questa linea di ricerca è 
stata incentrata sullo studio dei meccanismi di risposta della specie modello, Quercus 
ilex, allo stress foto-ossidativo. 
 
 
2.1 Verde Urbano  
 
Per verde urbano si intende il patrimonio di aree verdi di una città che include: 
giardini storici e parchi, aree a verde attrezzato (quali piccoli parchi e giardini di 
quartiere), aree di arredo urbano create per fini estetici e/o funzionali (come piste 
ciclabili, rotonde stradali, aiuole spartitraffico, viali alberati), giardini scolastici, orti 
urbani, aree sportive all’aperto, orti botanici, giardini zoologici e cimiteri.  
Il verde urbano svolge numerose funzioni, tra cui: 
1- funzione ecologica-ambientale: contribuisce a mitigare gli effetti di degrado 
prodotti dalla presenza delle edificazioni e delle attività antropiche e 
costituisce un’importante tutela della biodiversità fornendo l’habitat per molte 
specie in città (Zapparoli, 2002); 
2- funzione protettiva: svolge un ruolo di protezione e di tutela del territorio in 
aree degradate o sensibili come argini di fiumi, scarpate, zone con pericolo di 
frana, ecc.; inoltre determina la riduzione della superficie impermeabilizzata e 
la regolazione dello smaltimento delle piogge; 
3- funzione sociale e ricreativa: la presenza di parchi, giardini, viali e piazze 
alberate rende la città più vivibile e fornisce centri aggregativi e di svago per 
la popolazione; 
4- funzione culturale e didattica: favorisce la conoscenza e il rispetto 
dell’ambiente tra i cittadini, rappresentando un polo di osservazione 
naturalistica; 
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5- funzione estetica-architettonica: il verde migliora il paesaggio urbano e rende 
più gradevole la permanenza in città; 
6- funzione economica: la presenza della componente naturale concorre allo 
sviluppo del turismo e conferisce un valore economico ai fabbricati. 
Nel 2013 (ultimo dato ISTAT disponibile) il verde urbano pubblico 
rappresentava, in media, il 2,7% del territorio dei capoluoghi di provincia italiani: 
oltre 577 000 000 m2, con una media per abitante di 32,2 m2. 
 
 
2.2 Alberi in città e qualità dell’aria 
 
L'inquinamento atmosferico è una delle principali problematiche ambientali nella 
maggior parte delle città del mondo. Numerosi studi sottolineano il legame 
dell’esposizione ad inquinanti aerei con effetti avversi per la salute umana (Pope e 
Dockery, 2006; Kampa e Castanas, 2008; HEI, 2010). Gli alberi, grazie alla superficie 
fogliare e alla turbolenza dell’aria creata dalla loro struttura, possono essere molto 
efficienti nella rimozione degli inquinanti atmosferici (Tratalos et al., 2007; Shashua-
Bar et al., 2010; Pataki et al., 2011; Tallis et al., 2011; Cameron et al., 2012). Essi, 
infatti, assorbono i composti gassosi e accumulano particolato atmosferico più 
efficacemente rispetto ad altre superfici esposte (Escobedo e Nowak, 2009).  
Le caratteristiche ecologiche delle aree urbane, tuttavia, sono potenzialmente limitanti 
per la vita delle specie vegetali, quindi solo piante adattate alle condizioni degli 
specifici siti urbani e con pattern di crescita appropriati sono capaci di fornire tali 
benefici (Roloff et al., 2009). Una varietà di fattori può causare stress agli alberi 
urbani, tra questi: ridotto spazio per le radici, compattazione del suolo (Watson e 
Kelsey, 2006), temperature più elevate (Sæbø et al., 2003). Questi fattori, uniti, ad un 
regime della pioggia sfavorevole, creano una scarsa disponibilità di acqua. Anche se 
le precipitazioni nelle città sono circa 5-10% più alte rispetto a quelle nelle aree rurali 
(Meyer, 1982), i copiosi temporali estivi fanno sì che gran parte dell’acqua scivoli via 
sulla superficie del terreno e solo una piccola porzione sia assorbita (Hoff, 2001). La 
carenza idrica comporta tassi di mortalità più elevati e una maggiore perdita dei 
benefici associati agli alberi. Nel prossimo futuro essi dovranno far fronte a 
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condizioni ancora più estreme, specialmente per l’aumento della frequenza e della 
severità della siccità e delle ondate di calore in estate (Roloff, 2006).  
D’altro canto, gli alberi urbani possono anche contribuire alla formazione di 
inquinanti: in particolare, l’emissione di composti organici volatili (COV) 
contribuisce alla formazione di O3 (Fantozzi et al., 2015). La fotolisi di NO2 
(inquinante derivato dal traffico veicolare) in presenza di COV, porta, infatti, alla 
formazione netta di O3. (Atkinson, 2000; Duan et al, 2008). Alcuni autori ritengono 
che, generalmente, l’assorbimento dell’O3 da parte degli alberi urbani sia maggiore 
rispetto alla sua formazione (Nowak et al., 2000), altri, invece, hanno riscontrato, in 
prossimità di individui arborei emettitori di COV, concentrazioni di O3 maggiori 
rispetto a zone aperte adiacenti (Fantozzi et al., 2015).  
 
 
2.3 Quercus ilex L. 
 
Il leccio è una specie sclerofilla sempreverde distribuita ampiamente nel bacino del 
Mediterraneo. Il suo areale di distribuzione si estende dal Marocco sino alle coste 
turche del Mar Nero. In Italia è particolarmente presente lungo le coste liguri, 
tirreniche, ioniche e nelle isole, dal livello del mare fino a 1400 m di altitudine (Filella 
et al. 1998). Vive in terreni ben drenati e riesce ad assorbire l’acqua in profondità nel 
terreno grazie ad un sistema radicale molto esteso (Tognetti et al., 1998). Il leccio 
presenta una chioma verde scura e può raggiungere i 25 metri d’altezza. La corteccia, 
liscia e grigia in giovane età, diventa progressivamente più scura a maturità. Le foglie 
sono lanceolate o ellittiche con margine intero o dentato con presenza di tomento o 
pubescenza sulla superficie abassiale. Esse sono inoltre rivestite di spesse cuticole 
cerose. I fiori maschili sono riuniti in amenti lunghi da 4 a 6 centimetri, quelli 
femminili sono singoli o a coppie. Il frutto è una ghianda di forma ovale, peduncolata 
o sessile, ricoperta da una capsula (Pignatti, 1982). In numerose citta d’Italia il leccio 
è una specie ornamentale usata nell’abbellimento del paesaggio urbano, nei parchi, nei 
giardini e come alberatura stradale sin dai tempi del Rinascimento. Quercus ilex L. è 
una specie dotata di plasticità e resistenza alle sollecitazioni ambientali (Fotelli et al. 
2000). Mostra un’istantanea aumentata efficienza dell'utilizzo idrico con l'aumento 
della siccità: mantiene potenziali idrici relativamente elevati ed avvia la chiusura degli 
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stomi prima che si verifichi uno stress idrico severo, evitando così l’essiccazione 
(meccanismo di “drought avoidance”) (Huc et al. 1994). Ciò suggerisce che questa 
specie è ben adattata alle condizioni di siccità (Epron e Dreyer, 1990) ed ha la 
capacità di mantenere l'attività biologica durante le estati aride della zona 
mediterranea. Si ritiene che abbia, quindi, buone capacità di tollerare i previsti 
cambiamenti climatici. In effetti, gli scenari futuri prevedono che le querce 
diventeranno il genere principale per il 34% circa delle foreste europee entro il 2100 
(Hanewinkel et al., 2013) e potrebbero, per tanto, costituire il genere dominante nei 
futuri programmi di riforestazione (Zimmermann et al., 2006). Il genere Quercus 
include circa 400 specie tra decidue, sempreverdi e arbusti, mostrando un’ampia 
distribuzione dalle aree temperate a quelle tropicali (Nixon, 2006).  
Le foglie di Q. ilex sono una delle matrici ambientali più utilizzate per il 
biomonitoraggio delle deposizioni atmosferiche dei metalli in traccia e degli 
Idrocarburi Policiclici Aromatici (IPA) negli ambienti italiani (Monaci et al., 2000; 
Alfani et al., 2005; Gratani et al., 2008; De Nicola et al., 2008). Durante le ultime due 
decadi, studi ecofisiologici sono stati condotti su boschi di leccio per valutare le 
risposte di Q. ilex alle variazioni climatiche (Bussotti et al., 2002; Asensio et al., 
2007; Ogaya e Peñuelas, 2007), alle aumentate concentrazioni atmosferiche di CO2 
(Kreuzwieser et al., 2002; Paoletti et al., 2007) e di O3 (Manes et al., 2007; Emberson 
et al., 2007; Baldantoni et al., 2011). Inoltre è stato attestato l’assorbimento di ossidi 
di azoto e di zolfo direttamente dall’atmosfera da parte di foglie di leccio (Alfani et 
al., 1996). 
Le piante del genere Quercus sono tra le più forti emettitrici di COV e le emissioni da 
parte di Q. ilex sono state associate con la produzione di O3 negli ambienti urbani 
durante l’estate (Loreto et al., 2009). Le specie sempreverdi e sclerofille mediterranee 
tollerano comunque concentrazioni di O3 e NO2 potenzialmente dannose attraverso 
forti emissioni di monoterpeni che le rendono capaci di contrastare lo stress ossidativo 
(Kesselmeier et al., 1996; Nali et al., 2004). 
Il leccio è stato impiegato in ambiente urbano per caratterizzare lo stato idrico e 
nutrizionale del suolo (De Nicola, 2003), come bioaccumulatore di metalli pesanti 
(Ugolini et al., 2013) e di idrocarburi policiclici aromatici (IPA) (Lancelotti et al., 
2006). Sono, inoltre, disponibili numerosi studi focalizzati sulle sue relazioni idriche 
(Tretiach, 1993; Nardini et al., 2000; Savi et al., 2015). 
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2.4 Lo stress ossidativo 
 
Numerosi stress abiotici e biotici producono direttamente o indirettamente un 
accumulo di specie reattive dell’ossigeno, molecole fisiologicamente presenti nelle 
cellule vegetali, ma la cui produzione deve essere contenuta e finemente regolata, 
trattandosi di composti estremamente tossici. Lo stress ossidativo è la condizione che 
si verifica quando l’equilibrio che consente di mantenere contenuti i livelli di queste 
molecole viene alterato, cosicché esse si accumulano con conseguenti danni a carico 
della cellula e dell’organismo nel suo complesso.  
 
 
2.5 L’ossigeno e le sue “forme reattive” 
 
L’ossigeno è l’elemento più abbondante nella crosta terrestre e, costituendo circa 
l’89% della massa dell’H2O, è il principale elemento (in termini di massa) negli 
organismi viventi. E’ il secondo ossidante più potente conosciuto in chimica dopo il 
fluoro, che, però, è più raro dell’ossigeno (Renda et al., 2004; Dowling e Simmons, 
2009). Nell’atmosfera si trova principalmente sotto forma di O2. Questa molecola ha 
due elettroni spaiati, ed è quindi classificabile come radicale libero. Tuttavia, entrambi 
gli elettroni nell’O2 (Fig. 3) hanno lo stesso numero di spin (spin parallelo) e questo 
limita i possibili target di reazione dell’O2 alle molecole che hanno due elettroni con 
spin antiparalleli, tale fenomeno è chiamato restrizione di spin. Per questo motivo l’O2 
non è molto reattivo chimicamente, né tossico per gli organismi aerobici. Per 
acquisire una maggiore reattività, l’O2 richiede un input di energia che rimuova la 
restrizione di spin. Questa energia può derivare da numerose reazioni chimiche e 
biochimiche, oppure dagli elettroni fortemente energizzati nella catena di trasporto 
degli elettroni in mitocondri e cloroplasti, o ancora da radiazione ultravioletta o 
ionizzante ecc. (Demidchik, 2010). Le specie reattive dell’ossigeno, indicate con 
l’acronimo ROS, sono quelle molecole derivate appunto dall’attivazione dell’O2. Tra 
le numerose ROS trovate nei sistemi biologici si annoverano: l’ossigeno singoletto 
1
∆gO2, il radicale idrossile (HO.), il perossido di idrogeno (H2O2), il radicale 
superossido (O2.-) e la sua forma protonata, radicale peridrossile (HO2·),  l’ossido 
nitrico (NO.). 
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Fig. 3 
Rappresentazione schematica degli orbitali dell’ossigeno biatomico in diversi stadi di riduzione. Le 
frecce rappresentano gli elettroni, e la direzione delle frecce lo spin (+½; -½). 
 
Il radicale superossido è il prodotto della riduzione univalente dell’ossigeno e si 
ottiene addizionando un elettrone ad una molecola di ossigeno. 
O2 + e- → O2.-  
Questo radicale può essere prodotto (i) accidentalmente, a livello della catena di 
trasferimento elettronico in mitocondri e cloroplasti per trasferimento di un elettrone 
dai trasportatori direttamente all’ossigeno; (ii) durante l’azione di alcuni enzimi 
ossidativi tra cui l’aldeide ossidasi, la NADH ossigenasi e la xantina ossidasi. A 
livello cellulare, O2.- viene rapidamente trasformato, o meglio, dismutato in H2O2 ed 
O2, attraverso una reazione nella quale una molecola di O2.- si ossida ad ossigeno e 
un’altra è ridotta e protonata a H2O2.  
O2.- + 2H+ → O2 + H2O2 
La reattività di O2.- è piuttosto bassa. La sua azione tossica dipende in larga misura 
dalla produzione di perossido di idrogeno e dall'interazione con essa. Questo porta, 
infatti, alla generazione di HO., una delle specie radicaliche conosciute più reattive, 
attraverso la reazione di Haber Weiss: 
O2.- + H2O2 → HO. + HO- + O2 
H2O2, è la forma protonata del di-anione perossido (O22-) che può essere ottenuto 
mediante riduzione bivalente dell’ossigeno 
O2 + 2e- + 2H+ → H2O2 
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Oppure indirettamente, mediante riduzione univalente dell’O2 a O2.-, seguita dalla già 
citata dismutazione. Nelle cellule, l’H2O2 si forma come prodotto primario della 
riduzione dell’O2 da parte di numerose ossidasi, la maggior parte delle quali è 
localizzata a livello dei perossisomi. La pericolosità non è dovuta ad un suo attacco 
diretto a livello dei componenti cellulari (salvo essere capace di ossidare composti 
sulfidrici come i residui di metionina nelle proteine), bensì all’interazione con le 
forme ridotte di alcuni metallo-ioni come il ferro bivalente o il rame monovalente, che 
porta alla formazione del radicale idrossile (HO.) e dello ione ossidrilico (HO-), 
attraverso la cosiddetta reazione di Fenton:  
H2O2 + Fe2+ → HO. + HO- + Fe3+  
Il carattere riducente O2.- spiega perché questa specie, in presenza di ioni metallici 
diventi dannosa, esso può infatti ridurre il Fe3+ a Fe2+, riproducendo il pool di reagenti 
della reazione di Fenton. 
Fe3+ + O2.-  → Fe2+ + O2               
HO. è un radicale estremamente ossidante che può innescare reazioni radicaliche 
libere a catena, in quanto reagisce immediatamente con qualsiasi molecola biologica, 
producendo dei radicali secondari di reattività variabile, che possono diffondere dal 
sito di origine determinando un danno a distanza. HO.  si combina, in meno di un 
millisecondo, con una molecola nelle immediate vicinanze attraverso tre tipi di 
reazioni: idrogeno estrazione, addizione e trasferimento elettronico. Può effettuare 
reazioni di addizione a doppi legami come quelli presenti nelle strutture aromatiche di 
purine e pirimidine che si trovano a livello di RNA e DNA e degli zuccheri come il 
deossiribosio, provocando danni che in ultima analisi si traducono in mutazioni e 
rottura della doppia elica. L’idrogeno estrazione può essere effettuata a livello delle 
membrane biologiche dove il radicale idrossile risulta estremamente dannoso, a causa 
dell’attacco ossidativo sui lipidi polinsaturi che innesca il processo autocatalitico di 
perossidazione lipidica: si forma, infatti, un radicale centrato al carbonio che reagisce, 
per idrogeno estrazione, portando alla formazione di un alchilidroperossido e un altro 
radicale che propaga la catena. I prodotti finali di queste reazioni di degradazione 
sono aldeidi tossiche e chetoni. Ne è un esempio la malondialdeide, ampiamente 
utilizzata come marker di perossidazione lipidica e quindi di danno alle membrane 
cellulari (Halliwell e Chirico, 1993). 
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Un’altra forma reattiva dell’O2 è l’ossigeno singoletto. Non si tratta di un radicale, ma 
di uno stato eccitato dell’ossigeno molecolare che si forma quando sufficiente energia 
viene assorbita dalla molecola di O2 in modo da attuare un’inversione di spin di uno 
degli elettroni spaiati accompagnata da uno spostamento in un diverso orbitale. 
L’ossigeno singoletto viene considerato un forte ossidante in grado di reagire con 
parecchie classi di composti. Ad esempio, può attaccare i doppi legami dei caroteni, 
delle clorofille e degli acidi grassi insaturi mediante reazioni di addizione con 
formazione di idroperossidi o endoperossidi che vanno poi incontro ad ulteriori stadi 
di degradazione. L’ossigeno singoletto danneggia anche i polipeptidi e le proteine, in 
quanto ossida soprattutto i residui di metionina, triptofano, istidina e cisteina. 
L’ossigeno singoletto è in grado di ossidare le basi puriniche e pirimidiniche 
provocando quindi danni anche al DNA. Nei sistemi biologici, l’ossigeno singoletto 
può formarsi per dismutazione spontanea di O2.-, oppure per interazione di 
quest’ultimo con HO. e H2O2. Esso si può anche formare durante il processo di 
perossidazione e durante la reazione fra lo ione ipoclorito e l’acqua ossigenata 
attraverso l’enzima mieloperossidasi. 
 
 
2.6 Le ROS negli organismi vegetali  
 
Le ROS sono generate nelle piante in differenti compartimenti cellulari e in vari modi: 
(i) attraverso meccanismi non-enzimatici, come il trasferimento elettronico all’O2 
durante la fotosintesi e la respirazione, rispettivamente in cloroplasti e mitocondri; (ii) 
come sottoprodotto dell’attività di svariati enzimi tra cui: la glicolato ossidasi foto-
respiratoria nei perossisomi, l’amino ossidasi e l’ossalato ossidasi nell’apoplasto, la 
xantina ossidasi e gli enzimi dell’ossidazione degli acidi grassi nei perossisomi; (iii) 
come prodotti primari delle reazioni catalizzate da NADPH ossidasi e perossidasi 
della parete cellulare, in seguito a diversi stress sia abiotici (temperature estreme, 
eccesso di irradiazione, siccità, salinità, anossia, inquinanti atmosferici) che biotici 
(microrganismi fitopatogenici) (Smirnoff, 1993).  
Le ROS sono molecole coinvolte su più fronti della biologia cellulare vegetale: (i) si 
formano continuativamente come prodotti del normale metabolismo aerobico, tenute 
sotto controllo dal sistema antiossidante cellulare; (ii) in condizioni di stress sono 
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sottoprodotti tossici e agenti di danno cellulare che, attraverso meccanismi di 
trasduzione, inducono risposte di difesa come l’attivazione di geni codificanti per 
proteine di resistenza oppure la morte cellulare programmata; (iii) a basse 
concentrazioni sono molecole segnale chiave che funzionano come coordinatori 
centrali in risposta a numerosi stimoli di sviluppo ed ambientali, tra i quali: chiusura 
stomatica, iniziazione dei peli radicali, crescita radicale ed estensione fogliare. Segnali 
ormonali come l’acido abscissico (ABA), il metil jasmonato, l’auxina e le fitotossine 
stimolano tutti la generazione di ROS che, almeno in parte, mediano alcuni degli 
effetti biologici di questi stimoli. In alcuni casi, le ROS agiscono come molecole 
segnale, iniziando una cascata che termina in un’alterata funzione cellulare; in altri, 
funzionano da molecole effettrici, ad esempio alterando direttamente le proprietà di 
proteine o altre strutture in risposta ad un segnale primario. In tutti i casi, sono 
necessarie una sintesi controllata di ROS e una rapida utilizzazione e/o rimozione. 
E’ possibile che risposte “abnormi” si verifichino quando i livelli di ROS in un 
particolare compartimento, sommergono gli antiossidanti co-localizzati con 
conseguente ripercussione su altre regioni della cellula.  
 
 
2.7 Sistemi antiossidanti vegetali 
 
Per minimizzare gli effetti dannosi delle ROS, le piante hanno evoluto vari 
meccanismi enzimatici e non che possono ridurre lo stress ossidativo attraverso 
un’azione detossificante nei confronti di queste molecole (Zhang e Kirkham, 1996).  
La prima linea di difesa è rappresentata dalla superossido dismutasi (SOD) (Alscher et 
a., 2002). Sotto il nome di SOD è compresa una famiglia di metallo-proteine che 
catalizzano la dismutazione di O2.- a H2O2 e O2 (Bowler et al., 1992; Scandalios, 
1993), minimizzando, così, la formazione di radicale idrossile attraverso la reazione di 
Haber-Weiss (Elstner, 1982; Smirnoff, 1993). Basandosi sul cofattore metallico usato 
dall’enzima, le SOD sono classificate in tre gruppi: Fe SOD, Mn SOD, Cu-Zn SOD. 
Questi gruppi sono localizzati in differenti compartimenti della cellula: Fe SOD si 
trovano nel cloroplasto, Mn SOD nel mitocondrio e nei perossisomi, Cu-Zn SOD nel 
cloroplasto e nel citosol e verosimilmente nello spazio extracellulare.  
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Il perossido di idrogeno viene poi degradato ad acqua dalle catalasi (CAT) e dalle 
perossidasi (POD) (Asada, 1992; Scandalios, 1994). La CAT è il primo enzima 
antiossidante ad essere stato scoperto e caratterizzato (Loew, 1900). La tipica reazione 
catalizzata delle CAT è la dismutazione di due molecole di H2O2 ad acqua e O2: 2 
H2O2 → O2 + H2O. Le CAT sono essenzialmente ristrette ai perossisomi e responsabili 
della decomposizione dell’H2O2 prodotto durante la fotorespirazione (Foyer et al., 
1994), si distinguono dagli altri enzimi che metabolizzano i perossidi in quanto non 
richiedono un donatore di elettroni e quindi non consumano potere riducente 
(Willekens et al., 1995), hanno un’alta specificità per H2O2 e sono poco attive verso 
altri perossidi organici. Le catalasi hanno, inoltre, un’alta velocità di turnover ma una 
bassa affinità per l’H2O2, se confrontata con altri enzimi che degradano il perossido di 
idrogeno, come l’ascorbato perossidasi.  Quest’ultima presenta valori di Km inferiori a 
100 µM, mentre la Km delle catalasi si attesta nel range 40-600 mM. Questo significa 
che le CAT funzionano in vivo molto al di sotto della loro capacità massima, e la loro 
attività aumenta anche se le concentrazioni di H2O2 aumentano a valori alti.  
Anche se alcune catalasi batteriche usano manganese come co-fattore redox, tutte le 
forme eucariotiche sono basate sull’eme (Zamocky et al., 2008). La catalasi eme-
dipendente meglio caratterizzata si trova in diversi organismi, inclusi procarioti,  
funghi, animali e piante ed è composta da tipiche catalasi monofunzionali (Chelikani 
et al., 2004). Questi enzimi consistono di polipeptidi di 50–70 kDa organizzati in 
tetrameri, con ogni monomero contenente un gruppo prostetico eme (Regelsberger et 
al., 2002).  
Le perossidasi appartengono ad un’ampia famiglia di enzimi che sono ubiquitari in 
funghi, piante e vertebrati. Nelle piante superiori il numero di isoenzimi può essere 
molto alto, fino a 40 geni che corrispondono a isoperossidasi per ogni pianta, e 
diverse altre isoforme possono essere generate da modifiche post-trascrizionali e post-
traduzionali (Welinder et al., 1996). Queste proteine contengono generalmente come 
gruppo prostetico una ferriprotoporfirina IX e ossidano diversi substrati in presenza di 
H2O2 (Penel et al., 1992; Vianello et al., 1997). Nel caso della guaiacolo perossidasi, 
il substrato è appunto rappresentato dal guaiacolo che nel corso della reazione viene 
ossidato a tetraguaiacolo. 
Benché i carotenoidi abbiano un’importante funzione come pigmenti antenna, il loro 
ruolo come agenti fotoprotettivi può essere cruciale per mantenere la funzionalità 
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fotosintetica nel campo di luce naturale (Rau, 1988). Tale ruolo si esplica mediante 
l’abilità di alcuni carotenoidi di disattivare lo stato eccitato della clorofilla tripletto 
direttamente, evitando, quindi, la produzione di ossigeno singoletto oppure 
disattivando l’ossigeno singoletto. In ogni caso l’energia potenzialmente dannosa 
viene dissipata, senza danno, sotto forma di calore, ad opera della zeaxantina formata 
dalla rapida de-epossidazione della violaxantina, attraverso l’anteraxantina (Demmig 
e Björkman 1987; Demmig et al. 1987, 1988; Demmig-Adams et al. 1988; Thayer e 
Björkman O. 1990).  
Tutte le piante producono un’enorme varietà di metaboliti secondari. Uno dei gruppi 
più importanti di questi metaboliti è quello dei composti fenolici. I fenoli sono 
caratterizzati da almeno un anello aromatico (C6) contenente uno o più gruppi 
idrossilici. Sono principalmente sintetizzati a partire dall’acido cinnamico che è 
formato a partire dalla fenilalanina dall’azione della fenilalanina ammonio liasi 
(PAL), l’enzima punto di diramazione tra il metabolismo primario (via dello 
shikimato) e secondario (via dei fenilpropanoidi) (Rice-Evans et al., 1997). I fenoli 
sono divisi in differenti gruppi, distinti dal numero di atomi di carbonio che li 
costituisce e dalla struttura dello scheletro fenolico base (fenoli semplici, acidi 
benzoici, fenilpropanoidi e flavonoidi). Questi composti hanno svariate funzioni nelle 
piante, tra cui un’azione antiossidante che si esplica attraverso la loro alta capacità di 
chelazione dei metalli, sopprimendo così la produzione di ROS tramite la reazione di 
Fenton (Jung et al., 2003). Inoltre agiscono come fotoprotettori (Hura et al. 2009), e 
sono capaci di tamponare la reattività delle ROS e di altri radicali (ad esempio alcossi-
radicali originati dal processo di perossidazione dei lipidi di membrana), 
rappresentando una sorgente di elettroni e protoni (Lachman et al., 2012). Infine, 
stabilizzano le membrane diminuendone la fluidità e ostacolando la diffusione dei 
radicali liberi (Arora et al., 2000; Verstraeten et al., 2003). 
 
 
2.8 Regolazione osmotica 
 
Il contributo all’adattamento allo stress idrico dovuto alla regolazione osmotica 
descrive il cambiamento nel potenziale osmotico di foglie e radici, in seguito 
all’accumulo di osmoliti organici confinati al compartimento citoplasmatico e al 
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vacuolo (Munns 1988). Ciò riduce la componente osmotica del potenziale idrico 
totale e permette ai tessuti vegetali di conservare acqua anche a bassi potenziali 
xilematici e del suolo, mantenendo il turgore, l’attività metabolica, e la crescita 
durante una prolungata carenza idrica (Hanson e Hits 1982; Rhodes e Samaras 1994).  
L’accumulo di prolina è stato ad esempio collegato alla tolleranza alla siccità. Nella 
pianta modello Arabidopsis thaliana, ad esempio, è stato dimostrato che geni 
coinvolti nella degradazione della prolina erano down-regolati, mentre quelli coinvolti 
nella sintesi erano up-regolati in condizioni di stress idrico (Bray, 2002). Benché i 
livelli di prolina possano aumentare più di 100 volte in queste condizioni, le 
concentrazioni trovate nei tessuti sottoposti a stress idrico erano normalmente troppo 
basse per avere un effetto significativo sul potenziale osmotico. Il ruolo della prolina 
nella tolleranza allo stress idrico ha probabilmente altri scopi non del tutto chiari, 
diversi dalla regolazione osmotica (Polle et al., 2006). 
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3. MATERIALI E METODI 
 
 
3.1 Siti di studio e materiale vegetale 
 
La prova sperimentale è stata condotta nel comune di Trieste, città di media taglia 
(superficie 84,49 km2; abitanti 204’233), situata all’estremità settentrionale del Mar 
Adriatico. Il territorio di Trieste è caratterizzato da un clima di transizione tra i tipi 
mediterraneo e continentale, con periodi relativamente secchi tra dicembre e febbraio 
e tra luglio e agosto (Codogno e Furlanetto, 2004), temperatura media annua di 14,4 
°C, pioggia annua di 1065 mm e umidità relativa media del 64% 
(http://www.osmer.fvg.it/). La costiera triestina è caratterizzata dal regime delle 
brezze e dal vento di Bora, le cui raffiche superano anche i 150 km/h, determinando 
rapide ed intense variazioni atmosferiche. 
All’interno della città di Trieste sono stati selezionati quattro siti di studio posti lungo 
un transetto che si allunga in direzione SE-NO dal centro cittadino verso zone 
prossimo naturali. I siti differiscono per la percentuale di superficie pavimentata e per 
il carico di traffico nell’area circostante.  
Il sito di Scala dei Giganti (Viale ragazzi del 99', 45.647922°N; 13.776088°E) si trova 
al centro della città di Trieste, in una zona, tuttavia, a moderato grado di naturalità. E’ 
localizzato, infatti, all’interno del più ampio giardino del Castello di San Giusto. Gli 
individui di leccio sono collocati su un pendio moderatamente ripido, caratterizzato da 
un limitato grado di impermeabilità delle superfici. 
Il sito di Roiano (Viale Miramare, 45.664456°N; 13.768052°E), è ubicato all’interno 
del giardino pubblico Vittorio Ieralla, a ridosso di una strada caratterizzata da traffico 
veicolare molto intenso. Gran parte della superficie intorno agli alberi è asfaltata. 
Il sito di Barcola (Via Almerigo Grilz, 45.681649°N; 13.752102°E) si colloca in 
prossimità di un porticciolo turistico, a pochi metri del mare. Gli individui di leccio 
fanno parte di un’area verde quasi completamente pavimentata e posta nelle 
immediate vicinanze di una strada fortemente transitata.  
Il sito di Miramare (Via Plinio, 45.704950°N; 13.719983°E), adiacente all’omonima 
stazione ferroviaria, è quello più periferico del transetto. La zona è caratterizzata da 
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un buon grado di naturalità, lontano da strade trafficate. Il suolo in prossimità delle 
alberature non è coperto da materiali impermeabili.   
In ogni sito sono stati eseguiti campionamenti fogliari su individui di leccio di più di 
20 anni, con un’altezza compresa tra 6 e 10 m. Tale procedura è stata condotta 
nell’agosto del 2013, durante i giorni più caldi dell’estate, nelle ore centrali della 
giornata (http://www.meteo.fvg.it). In ogni sito sono state campionate circa 65 foglie 
dell'anno in corso provenienti da tre individui. Esse sono state trasportate rapidamente 
in laboratorio, poste in azoto liquido e stoccate a -80 °C.  
 
 
3.2 Analisi biochimiche 
 
I campioni fogliari sono stati macinati in mortaio con azoto liquido e successivamente 
stoccati a -80 °C fino al momento dell’analisi. 
 
3.2.1 Determinazione delle sostanze reattive all’acido tiobarbiturico 
La perossidazione dei lipidi di membrana è stata determinata per mezzo del saggio 
TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances), in accordo con il metodo di Heath e 
Packer (1968). 
Campioni fogliari macinati (200 mg) sono stati omogenizzati in 1 ml di acido 
tricloroacetico (TCA) 0,1% e successivamente centrifugati a 12000 x g per 10 minuti 
a 4 °C. A 0,4 ml di surnatante, sono stati aggiunti 1,6 ml di TCA 20% contenente 
acido tiobarbiturico 0,5%. La miscela è stata scaldata a 95 °C per 25 minuti, 
velocemente raffreddata e centrifugata a 12000 x g per 10 minuti a 4 °C. Il surnatante 
è stato utilizzato per determinare la concentrazione di malondialdeide (MDA) 
misurando l’assorbanza a 532 nm e sottraendovi quella a 600 nm per la torbidità non 
specifica, tramite uno spettrofotometro UV-Vis (6505, Jenway, UK). La quantità di 
MDA è stata calcolata usando il coefficiente di estinzione molare di 155 mM-1 cm-1. 
 
3.2.2 Determinazione delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) 
La concentrazione di perossido di idrogeno (H2O2) è stata misurata 
fluorimetricamente usando il Kit Amplex® Red Hydrogen Peroxide/Peroxidase 
(Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in accordo con Shin et al. (2005). 
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Il saggio è basato sulla reazione, in presenza di perossidasi, di una molecola di 10-
acetyl-3,7-dihydrophenoxazine (reagente Amplex® Red) con una molecola di H2O2 e 
conseguente formazione del prodotto di ossidazione rosso-fluorescente resorufina 
(Zhou et al. 1997). Campioni fogliari polverizzati (30 mg) sono stati omogenizzati in 
400 µl di buffer potassio-fosfato (K/P) 20 mM, pH 6,5 e poi centrifugati a 12000 x g 
per 20 minuti a 4 °C. La miscela di reazione (volume finale 100 µl) conteneva buffer 
sodio-fosfato (25 mM, pH 7,4), Amplex® Red reagent (50 µM), perossidasi di rafano 
(0,1 U ml-1) e 50 µl di surnatante. La miscela è stata incubata a 25 °C per 30 minuti al 
buio. La fluorescenza della resorufina (Ex/Em=530/590 nm) è stata quantificata con 
uno spettrofluorimetro per micropiastre (Victor3 1420 Multilabel Counter, Perkin 
Elmer, USA), dopo aver sottratto la fluorescenza di background, dovuta al buffer e ai 
reagenti del saggio. La quantità di H2O2 è stata determinata usando una curva standard 
(da 0 a 100 µM).  
La produzione di anione superossido (O2•-) è stata misurata secondo il metodo di Able 
et al. (1998). Il saggio è basato sulla riduzione del colorante tetrazolico sodium, 3’-(1-
[phenylamino-carbonyl]-3,4-tetrazolium)-bis(4-methoxy-6-nitro)benzene-sulfonic 
acid hydrate (XTT) da parte di HO2•/O2•- al corrispettivo formazano solubile. 
Campioni fogliari polverizzati (50 mg) sono stati omogenizzati in 1 ml di buffer K/P 
(50 mM, pH 7,8) con polyvinylpolypyrrolidone 1%, EDTA (0,1 mM), e TRITON X-
100 0,1% e incubati per 15 minuti a 4 °C, poi centrifugati (12000 x g per 15 minuti a 
4 °C). La miscela di reazione (volume finale 1 ml) conteneva buffer K/P (50 mM, pH 
7,8), XTT (0,5 mM) e 50 µl di surnatante. Essa è stata incubata a 25 °C per 30 minuti. 
Il formazano è stato quantificato spettrofotometricamente a 470 nm dopo aver 
sottratto l’assorbanza di background dovuta al buffer e ai reagenti. La quantità di O2•- 
è stata calcolata usando il coefficiente di estinzione molare di 21,6 mM-1 cm-1. 
 
3.2.3 Attività degli enzimi coinvolti nel metabolismo dell’H2O2  
Le attività di: SOD, CAT e POD sono state misurate sullo stesso estratto ottenuto per 
la quantificazione dell’O2•-. L’attività totale della SOD è stata saggiata in termini di 
abilità di inibire la riduzione fotochimica del NitroBlueTetrazolium (NBT) secondo il 
metodo di Zhang e Kirkham (1994). A 5-20 µl di estratto diluito (1:10), sono stati 
aggiunti: EDTA (0,1 mM), metionina (13 mM), NBT (75 µM), riboflavina (2 µM) in 
buffer K/P (100 mM, pH 7,8). La miscela è stata incubata per 10 minuti sotto lampada 
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fluorescente (Osram R80, Milano, Italia) a 150 W e l’assorbanza a 560 nm è stata letta 
contro campioni non illuminati. Un’unità di SOD è stata definita come la quantità di 
enzima richiesto per causare il 50% di inibizione della riduzione dell’NBT. L’attività 
della CAT è stata misurata in termini di tasso di decomposizione di H2O2, secondo il 
metodo di Nelson e Kiesow (1972). La miscela di reazione conteneva buffer K/P (50 
mM, pH 7,0), H2O2 (8,8 mM) e 15 µl di estratto diluito (1:4). La diminuzione 
dell’assorbanza a 240 nm è stata seguita per 1 minuto e la quantità di H2O2 
decomposta è stata misurata usando un coefficiente di estinzione di 39,4 mM-1cm-1. 
Un’unità di CAT è stata definita come la quantità di enzima richiesta per decomporre 
1 µmol di H2O2 in 1 minuto. L’attività della POD è stata determinata, secondo il 
metodo di Chance e Maehly (1955), misurando l’ossidazione del suo substrato (il 
guaiacolo) a tetraguaiacolo. Ciò produce, infatti, un incremento dell’assorbanza a 470 
nm. La miscela di reazione conteneva buffer K/P (50 mM, pH 6,1), guaiacolo (50 
mM) ed estratto diluito (1:8). La reazione è stata iniziata con l’aggiunta di 1 µl di 
H2O2 30%. La miscela è stata incubata a 25 °C per 15 minuti prima di leggere 
l’assorbanza. La quantità di tetraguaiacolo è stata calcolata usando il coefficiente di 
estinzione di 26,6 mM-1 cm-1, dopo aver sottratto l’assorbanza di background dovuta 
al buffer e ai reagenti. Un’unità di POD è stata definita come la quantità di enzima 
necessaria per produrre 1 µmol di tetraguaiacolo
 
in 1 minuto.   
 
3.2.4 Determinazione di osmoliti e ormoni 
Il contenuto di prolina è stato determinato secondo il metodo di Bates et al. (1973). 
Campioni fogliari polverizzati (100 mg) sono stati omogenizzati in 2 ml di acido 
sulfosalicilico 3% e centrifugati a 10000 x g per 30 minuti a 4 °C. Ad 1 ml di 
surnatante sono stati aggiunti: 1 ml di acido acetico glaciale e 1 ml di reagente 
ninidrina (1,25 g ninidrina in 30 ml di acido acetico glaciale e 20 ml di acido fosforico 
6 M). La miscela è stata incubata per 1 ora a 100 °C e la reazione è stata arrestata in 
bagno di ghiaccio. I campioni sono stati mescolati con 2 ml di toluene. Dopo 20 
minuti, l’assorbanza della fase di toluene è stata misurata a 520 nm, usando toluene 
come bianco. La concentrazione di prolina è stata determinata utilizzando una curva 
standard (da 0 a 100 µM). I carboidrati solubili sono stati analizzati secondo il metodo 
di Keutgen et al. (2005). Campioni fogliari polverizzati (60 mg) sono stati 
omogenizzati in 1 ml di acqua demineralizzata per HPLC e scaldati per 60 minuti in 
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un bagno a 60 °C. I campioni sono stati centrifugati a 5000 x g per 20 minuti a 20 °C. 
Il surnatante è stato filtrato con filtri di 0,2 µm di diametro (Minisart SRT 15). Il 
glucosio, il fruttosio e il saccarosio sono stati determinati iniettando 20 µl di campione 
in un sistema HPLC con pompa quaternaria a bassa pressione P680 A LPG-4, usando 
una refill separation column (Shodex, Sugar SC1018, diametro interno 8 mm × 300 
mm lunghezza). La temperatura della colonna era impostata a 70 °C ed è stato 
utilizzato un programma di eluizione isocratica con acqua distillata come fase mobile 
(flusso 0,8 ml min-1). I carboidrati solubili di ogni campione sono stati rilevati con un 
rifrattometro differenziale (Shodex, West Berlin, NJ, USA). I risultati dei 
cromatogrammi sono stati processati attraverso il programma Chromeleon 
Chromatography Management System software, versione 6.60-2004. 
Il contenuto di ABA è stato misurato secondo il metodo di Perata et al. (1997). 
Campioni fogliari polverizzati (100 mg) sono stati omogenizzati in 1 ml di acqua 
demineralizzata ed incubati over night a 4 °C, poi centrifugati a 15000 x g per 10 
minuti a 4 °C. Il surnatante è stato filtrato e analizzato attraverso l’iniezione di 20 µl 
di campione in un sistema HPLC, usando una colonna a fase inversa Dionex (Acclaim 
120, C18, dimensione particelle 5 µm, 4,6 mm diametro interno × 150 mm lunghezza) 
a temperatura ambiente. E’ stato usato un programma di eluizione a gradiente con fase 
mobile composta da due solventi: acido acetico 50 mM in H2O (solvente A) e 
metanolo (solvente B). L’ABA è stato eluito usando 70% solvente A e 30% solvente 
B per 12 minuti, seguiti da 18 minuti con 50% solvente A, 50% solvente B e 4 min 
100% solvente B (flusso 1 ml min−1). L’ABA è stato rilevato con un detector UVD 
170 UV/vis (Dionex) a 254 nm.  
 
3.2.5 Capacità antiossidante: DPPH, fenoli e pigmenti fotosintetici e accessori 
Le determinazioni di DPPH, fenoli e pigmenti sono state eseguite tutte sullo stesso 
estratto. Campioni fogliari polverizzati (100 mg) sono stati omogenizzati in 2 ml di 
metanolo ed incubati a 4 °C over night, quindi centrifugati a 12000 x g per 15 minuti 
a 4 °C. Il surnatante è stato recuperato, filtrato e stoccato a -20 °C fino al momento 
dell’analisi. Il saggio del DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical) è stato fatto in 
accordo con il metodo di Hatano et al. (1988). La miscela di reazione (volume finale 1 
ml) conteneva una soluzione di DPPH 0,1 mM e 50, 100 o 150 µl di estratto diluito 
(1:20). La miscela è stata incubata a 25 °C per 30 minuti al buio. L’assorbanza delle 
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soluzioni risultanti è stata misurata a 517 nm, dopo sottrazione dell’assorbanza di 
background dovuta al buffer e ai reagenti. A partire dalle assorbanze ottenute per i 
vari volumi di estratto, è stato possibile determinare l’attività antiossidante, espressa 
come ED50 (µg), la dose efficiente richiesta per causare un’inibizione del 50% del 
DPPH. Il contenuto di fenoli totali è stato determinato secondo il metodo di 
Waterhouse (2002). La miscela di reazione (volume finale 2 ml) conteneva 1,225 ml 
di acqua deionizzata, 125 µl di reagente Folin-Ciocalteu’s e 25 µl di estratto diluito 
(1:20). I campioni sono stati incubati a 25 °C per 6 minuti e, dopo l’aggiunta di 625 µl 
di sodio carbonato 4,5% (p/v), nuovamente incubati a 25 °C per 120 minuti. 
L’assorbanza è stata misurata a 760 nm, dopo aver sottratto il livello di background 
dovuto al buffer e ai reagenti. Il contenuto di fenoli totali è stato determinato usando 
una curva standard di acido gallico (da 0 a 6 mM). I pigmenti fotosintetici sono stati 
determinati secondo il metodo di Döring et al. (2014). Gli estratti sono stati analizzati 
tramite iniezione di 20 µl di campione in un sistema HPLC, usando una colonna a fase 
inversa Dionex a temperatura ambiente (vedasi paragrafo 3.3.4). E’ stato utilizzato un 
programma di eluizione a gradiente con fase mobile composta da due solventi: 
acetonitrile/metanolo, 75/25, v/v (solvente A) e metanolo/etilacetato, 68/32, v/v 
(solvente B). I pigmenti sono stati eluiti usando 100% di solvente A per i primi 14 
minuti, per determinare xantofille e luteina, sono seguiti 3 minuti di gradiente lineare 
fino al 100% di solvente B e 15 minuti con 100% solvente B per l’eluizione di 
clorofilla b, a e β-carotene. Il flusso era impostato a 1 ml min-1. I pigmenti sono stati 
rilevati con un detector UV/vis a 445 nm.  
 
 
3.3 Elaborazione statistica dei dati 
 
I dati raccolti sono stati analizzati ed elaborati con i programmi NCSS 2007 versione 
07.1.21 (NCSS, LLC), Prism (GraphPad Software, Inc.) e Sigma Plot 12.0 (Systat 
Software Inc.). Le differenze statisticamente significative sono state evidenziate 
mediante l’utilizzo dell’analisi della varianza (ANOVA) a una via (fattore sito), 
seguita da Fisher's least significant difference (L
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4. RISULTATI 
 
 
4.1 Quantificazione di ROS e MDA 
 
In figura 4 sono riportati i livelli delle ROS prese in esame (H2O2 e O2-) e di MDA 
che forniscono utili indicazioni riguardo allo stress ossidativo (agenti e cause). 
Dall’analisi statistica condotta (ANOVA a 1 via, fattore: sito) è possibile osservare 
come tutti i parametri analizzati mostrino differenze statisticamente significative 
(P<0,001). Nei siti di Roiano e Miramare, si registrano le più basse concentrazioni di 
H2O2 (0,97±0,071 e 1,40±0,221 nmol min-1 g-1 DW, rispettivamente), mentre in Scala 
dei Giganti si raggiungono i suoi più alti valori (3,67±0,617 nmol min-1 g-1 DW). Nel 
sito di Barcola, non sono state riscontrate differenze statisticamente significative 
rispetto a Miramare, sebbene la quantità di H2O2 risulti essere intermedia rispetto ai 
restanti siti (Fig. 4-A). Dalla figura 4-B si evince che nei siti di Miramare e di Scala 
dei Giganti si hanno i più alti livelli di O2-, che risultano circa due volte superiori 
rispetto a quelli misurati in Barcola e Roiano (153±17,8 e 143±10,1 contro 99±7,8 e 
92±9,1 nmol min-1 g-1 DW, rispettivamente). Per quanto riguarda la concentrazione di 
MDA (Fig. 4-C) si osserva che nel sito di Scala dei Giganti, i livelli di questo marker 
di stress ossidativo sono i più bassi (45±4,2 nmol g-1 DW), mentre nei siti di 
Miramare e Barcola sono i più alti (75±1,5 e 79±3,5 nmol g-1 DW, rispettivamente). 
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Fig. 4 
Contenuto di H2O2 (A), O2- (B) e MDA (C) nei campioni fogliari di Quercus ilex prelevati da 4 
differenti siti (Miramare, Barcola, Roiano e Scala dei Giganti). Sono rappresentati valori medi 
(n =3) e deviazione standard, a lettere diverse corrispondono valori statisticamente differenti. 
Dati sottoposti ad analisi della varianza (ANOVA) ad una via (fattore: sito), seguita da LSD 
test di Fisher. 
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4.2 Attività enzimatica antiossidante 
 
L’attività degli enzimi coinvolti nel metabolismo del perossido di idrogeno è riportata 
in figura 5. I livelli della SOD sono più alti nei siti di Miramare e Scala dei Giganti 
(496±39,6 e 484±41,9 unità min-1 g-1 DW), rispetto a quelli di Barcola e Roiano 
(299±71,3 e 359±41,9 unità min-1 g-1 DW;P<0,05, Fig. 5-A). Dall’analisi statistica 
condotta è possibile osservare come CAT e POD mostrino differenze statisticamente 
significative (P<0,001). L’attività della CAT mostra, al confronto dei vari siti, un 
andamento simile alla POD (Fig. 5-B, C): nel sito di Scala dei Giganti è maggiore 
(290±22,9 e 41±1,7 unità min-1 g-1 DW, rispettivamente per CAT e POD), in quello di 
Roiano intermedio (160±31,7 e 23±1,9 unità min-1 g-1 DW, rispettivamente per CAT  
e POD) e nei siti di Barcola e Miramare più basso (rispettivamente 109±11,3 e 
129±17,0 unità min-1 g-1 DW per CAT e 16±2,6 e 16±1,7 unità min-1 g-1 DW per 
POD)  
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Fig. 5 
Quantificazione dell’attività enzimatica di SOD (A), CAT (B) e POD (C) nei campioni fogliari 
provenienti dai 4 siti sperimentali (vedi didascalia Fig. 4). Nel grafico sono riportati i valori 
medi, le barre verticali indicano la deviazione standard. 
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4.3 Osmoliti e ABA 
 
La quantificazione delle molecole con funzione osmotica (acido abscissico, prolina e 
carboidrati) ha prodotto i risultati riportati in figura 6. Nei siti di Miramare e di 
Barcola, la concentrazione di ABA non differisce in maniera statisticamente 
significativa (302±56,4 e 252±19,8 nmol g-1 DW), ma risulta più elevata rispetto a 
quello di Roiano (143±23,4 nmol g-1 DW), che a sua volta presenta una quantità 
dell’ormone maggiore del sito di Scala dei Giganti (44±26,1 nmol g-1 DW, Fig. 6-A). 
Esaminando la determinazione della prolina, si osserva che questo amminoacido 
presenta concentrazioni differenti nei vari siti con significatività statistica pari a 
P<0,05: Miramare e Scala dei Giganti mostrano i livelli più alti (244±21,9 e 229±6,6 
nmol g-1 DW, rispettivamente), Roiano un livello intermedio (221±12,1 nmol g-1 DW) 
e Barcola quello più basso (200±5,9 nmol g-1 DW, Fig. 6-B). Infine, per quanto 
riguarda i carboidrati solubili, la concentrazione più alta si osserva nel sito di 
Miramare (602±37,5 µmol g-1 DW), e la più bassa in quello di Scala dei Giganti 
(514±18,8 µmol g-1 DW), mentre quantità intermedie sono misurate nei siti di Roiano 
e Barcola (551±14,7 µmol g-1 DW e 565±14,8 µmol g-1 DW, rispettivamente, Fig. 6-
C). 
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Fig. 6 
Livelli di ABA (A), prolina (B) e carboidrati solubili: saccarosio, glucosio e fruttosio (C) nei 
campioni (vedi didascalia Fig. 4). I dati sono stati sottoposti ad analisi della varianza 
(ANOVA) ad una via (fattore: sito), seguita da LSD test di Fisher. Sono riportati valori medi, 
deviazione standard e P-value. Lettere diverse indicano differenze statisticamente 
significative.  
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4.4 Molecole a funzione antiossidante 
 
La quantificazione dei fenoli solubili rivela una maggiore concentrazione di tali 
composti nei campioni provenienti dal sito di Barcola (187±2,0 mg di acido gallico g-1 
DW), seguiti da quelli del sito di Miramare (154±4,6 mg di acido gallico g-1 DW), 
Roiano (127±6,3 mg di acido gallico g-1 DW), e Scala dei Giganti (112±9,5 mg di 
acido gallico g-1 DW, Fig. 7-A). La capacità antiossidante, misurata con il saggio del 
DPPH mostra livelli minori di ED50, ovvero maggiore capacità antiossidante, nei siti 
di Roiano e Scala dei Giganti (14±0,7 e 12±1,1 µg DW) rispetto a Miramare e 
Barcola (19±0,4 e 19±0,8 µg DW, Fig. 7-B). Dall’analisi statistica condotta è 
possibile osservare come il contenuto in carotenoidi totali mostri differenze 
statisticamente significative (P<0,01). Il contenuto di carotenoidi totali (Fig. 7-C) è 
maggiore nei campioni del sito di Scala dei Giganti (14±0,8 µmol g-1 DW), a seguire 
quello di Barcola (13±0,8 µmol g-1 DW). I valori più bassi si riscontrano a Miramare 
(12±0,7 µmol g-1 DW), mentre quello di Roiano presenta valori intermedi tra 
Miramare e Barcola (12±1,2 µmol g-1 DW). 
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Fig. 7 
 Quantificazione di fenoli (A), capacità antiossidante espressa come ED50 DPPH (B) e 
carotenoidi totali (C) misurati nei campioni fogliari (vedi Fig. 4). Le barre verticali 
rappresentano la deviazione standard dei dati, lettere diverse indicano che le differenze tra i 
dati ad analisi della varianza (ANOVA) ad una via (fattore: sito), seguita da LSD test di 
Fisher sono statisticamente significative. 
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4.5 Pigmenti fotosintetici 
 
I livelli delle clorofille mostrano differenze statisticamente significative tra i vari siti 
(P<0,001). Sia la clorofilla a che la b raggiungono la concentrazione più elevata nel 
sito di Scala dei Giganti (rispettivamente 38±3,1 e 19±0,9 µmol g-1 DW), seguito da 
quello di Roiano (30±1,4 e 15±0,5 µmol g-1 DW). I siti Miramare e Barcola 
presentano le più basse concentrazioni di pigmenti fotosintetici, ma mentre nel caso 
della clorofilla a i valori non differiscono statisticamente tra i due siti (23±1, e 24±0,6 
µmol g-1 DW), per quanto riguarda la clorofilla b si osserva, nel sito di Barcola, una 
concentrazione minore rispetto a Miramare (11±0,5 contro 12±0,2 µmol g-1 DW, Fig. 
8–A, B). In figura 8-C è riportato il contenuto totale di clorofille che mostra lo stesso 
andamento della clorofilla a. Il rapporto clorofilla a/b mostra variazioni significative 
tra i siti (P<0,01), in particolare il rapporto raggiunge il massimo valore nel sito di 
Barcola (2,2±0,06) e il minimo nel sito di Miramare (1,9±0,05), in Scala dei Giganti è 
riportato un rapporto medio di 2,1±0,15 e in Roiano di 2,0±0,03 (Fig. 8-D). 
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Fig. 8 
 Concentrazione di clorofilla a (A), clorofilla b (B), clorofille totali (C) e rapporto clorofilla 
a/b (D) nei campioni fogliari. Sono rappresentati valori medi e deviazione standard, a lettere 
diverse corrispondono valori statisticamente differenti. Dati sottoposti ad analisi della 
varianza (ANOVA) ad una via (fattore: sito), seguita da LSD test di Fisher. 
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5. DISCUSSIONE 
 
Gli organismi vegetali possiedono una complesso sistema per rispondere agli insulti 
ambientali che inducono stress ossidativo. Tale sistema coinvolge a più livelli le 
specie reattive dell’ossigeno, gli enzimi responsabili del loro metabolismo e numerose 
altre molecole che esplicano, con vari meccanismi, una funzione antiossidante.  
Nel corso dell’ultimo decennio, numerose indagini hanno rivolto l’attenzione allo 
studio delle specie reattive dell’O2 prodotte durante ed in seguito allo stress 
ossidativo. I risultati di Wu e Tiedemann (2002) evidenziano gli effetti dell’O2- e il 
suo ruolo come antagonista di ossiradicali derivati, anche più tossici. L’O2- è da 
sempre considerato uno dei più importanti ossiradicali in quanto precursore di altre 
forme reattive dell’O2, tra cui l’H2O2. L’O2- e l’H2O2 sono considerate tra le ROS 
meno reattive e meno pericolose, a causa della loro limitata capacità di diffusione nei 
compartimenti cellulari. Tuttavia entrambi possono reagire con i metalli di transizione 
nello stato ridotto (specialmente Fe+2 e Cu+ rilasciati, ad esempio, dalle metallo-
proteine dopo l’attacco ossidativo delle stesse ROS), con ammine o con gruppi 
fenolici e tiolici, come l’acido caffeico, andando ad aumentare la produzione del 
radicale idrossile (considerato la specie reattiva dell’ossigeno più tossica) attraverso le 
reazioni di Haber-Weiss e di Fenton (Gill e Tuteja, 2010). Nel sito più naturale e 
distante dal centro cittadino, quello di Miramare, si registrano i livelli più bassi di 
H2O2 (rispetto agli altri siti presi in esame) suggerendo che gli esemplari di leccio 
potrebbero aver attivato meccanismi in grado di regolare la formazione di H2O2 
(nonostante i più alti valori di O2-) tali da contenere il burst ossidativo (Vahala et al., 
2003). Tuttavia, le alte concentrazioni di MDA denotano che tali processi regolatori 
non sono stati in grado di contenere e/o evitare il processo di perossidazione lipidica. 
La discrepanza tra il contenuto di ROS e di MDA è stata riscontrata in precedenza, 
attestando che la quantificazione in vitro delle ROS non può essere considerata un 
marker assoluto di stress ossidativo (Jubany-Marí et al. 2010). Tali molecole, infatti, 
sono coinvolte in numerosissime vie biosintetiche relative ai processi di sviluppo e di 
signaling attivati in risposta a svariati stimoli ambientali (Desikan et al., 2005; Neill et 
al., 2002; Choudhury et al., 2013). Ad esempio, Loggini et al. (1999) riportano una 
marcata diminuzione dei livelli di H2O2 in cultivar di grano sottoposte a stress idrico 
(privazione di acqua per 35 giorni), mentre Jubany-Marí et al. (2009) hanno 
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documentato che il processo di perossidazione lipidica non mostrava significativi 
incrementi nonostante un evidente accumulo di H2O2 in foglie di Cistus albidus in 
condizioni di campo (siccità estiva). Appare evidente come la sola determinazione di 
H2O2 potrebbe fornire informazioni contrastanti circa l’induzione o meno di danno 
ossidativo, in particolare quando quest’ultimo viene espresso in termini di 
perossidazione lipidica. Il processo di scavenging delle ROS è legato a diversi sistemi 
antiossidanti enzimatici e non. In particolare, nel nostro studio abbiamo preso in 
considerazione le attività dei principali enzimi coinvolti nel metabolismo dell’H2O2. 
Per quanto riguarda gli enzimi, l’attività della SOD ricalca la concentrazione di O2- 
(suo substrato) in tutti i siti presi in esame. La SOD svolge un ruolo chiave 
nell’eliminazione dell’O2- generato sia a seguito delle normali attività fisiologiche 
(quali fotosintesi e respirazione) che in risposta a condizioni di stress ambientali; per 
questo motivo, essa viene considerata la prima linea di difesa contro le ROS 
all’interno della cellula. E’ stato dimostrato che i fosfolipidi di membrana sono 
impermeabili al passaggio dell’O2- e, di conseguenza, diventa cruciale la presenza 
della SOD al fine di rimuovere questo radicale nei compartimenti in cui si è formato 
(Takahashi e Asada, 1983). L’attività di tali enzimi antiossidanti è talvolta 
incrementata (Eyidogan e Oz, 2005), talvolta diminuita (Kukreja et al., 2005) in 
risposta a stress ambientali.  
La CAT è normalmente presente nei perossisomi e nei gliossisomi, dove è preposta 
alla rimozione dell’H2O2 (dismutandola in H2O e O2) che si forma (i) durante la 
fotorespirazione o (ii) dall’ossidazione degli acidi grassi nei gliossisomi, in virtù del 
suo elevato turnover. Appare evidente come il suo ruolo nei meccanismi di 
detossificazione delle ROS in condizioni non ottimali per la pianta sia fondamentale, 
nonostante la sua localizzazione limitata. Nel nostro studio, l’attività di questo enzima 
presentava livelli molto bassi nel sito di Miramare che potrebbero essere attribuibili a 
processi di senescenza (Gill e Tuteja, 2010).  
Le POD costituiscono una numerosa famiglia di enzimi che sono coinvolti in molti 
processi fisiologici, sia in presenza di stress che in condizioni normali. Va ricordato, 
infatti, che esse svolgono un ruolo fondamentale nei processi di lignificazione, nella 
suberizzazione, nell’ossidazione e nella polimerizzazione dei fenoli solubili, nella 
degradazione della clorofilla, nei processi di senescenza e degradazione dell’auxina e, 
infine, nella rimozione dell’H2O2. Tuttavia, studi condotti in questi siti durante la 
medesima stagione del presente lavoro (Savi et al., 2015) mostrano come Miramare, 
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insieme al sito di Scala dei Giganti, sia il meno esposto a carenze idriche e 
conseguenti danni. A conferma di quanto sopra-riportato, vari segnali lasciano 
supporre che lo stress ossidativo riscontrato nel sito di Miramare sia riconducibile 
piuttosto ad una senescenza fogliare, come confermato dai ridotti livelli di clorofille 
totali e del rapporto chl a/b.  
L’elevato contenuto di carboidrati solubili appare in linea con la minore resistenza 
stomatica dovuta a migliori condizioni idriche, a dimostrazione del fatto che le piante 
siano maggiormente in grado di fotosintetizzare. I livelli decisamente elevati di ABA 
nel sito di Miramare, possono essere considerati una forma di adattamento a repentine 
variazioni di disponibilità idriche, messo in atto da un esemplare longevo che vive in 
un ambiente semi-naturale, dove verosimilmente le variazioni stagionali risultano 
molto accentuate. L’ABA determinato non è infatti solamente quello attivo (libero), 
ma rappresenta una stima del contenuto totale (ABA nella forma libera e coniugata), 
quest’ultima considerata in letteratura, come una riserva di ormone pronta all’uso 
sebbene inattiva (Kleczkowsi e Schell, 1995; Sembdner et al., 1994).  
E’ noto che la prolina possa svolgere molteplici ruoli come (i) osmolita, (ii) 
antiossidante non enzimatico (Ashraf e Foolad, 2007; Goh et al., 2014) e (iii) 
molecola segnale. In particolare, come scavenger dei radicali idrossili e come 
antagonista dell’ossigeno singoletto, la prolina può ricoprire un’importante funzione 
nel prevenire danni ossidativi causati da ROS (Rejeb et al., 2014). Il suo metabolismo 
può influenzare, infatti, la morte programmata cellulare (Iqbal et al., 2014) a livello 
sia funzionale che genico in piante sottoposte a differenti tipi di stress abiotici (quali 
sale, carenza idrica e metalli pesanti), come riportato in alcuni studi (Gill e Tuteja 
2010; Dobra et al., 2010; Iqbal et al., 2014; Filippou et al., 2014). In base ai risultati 
ottenuti nel nostro studio, i livelli di prolina risultano più elevati nel sito di Miramere 
dove svolgono un efficace ruolo nella regolazione del contenuto in acqua.  
Per quanto riguarda lo stress ossidativo, il ruolo dei fenoli è concentrato soprattutto 
sul loro possibile impiego da parte della pianta (i) direttamente come metaboliti 
antiossidanti (Sgarbi et al., 2003) o (ii) indirettamente come substrato per alcuni 
enzimi, come ad esempio perossidasi, fenolasi e polifenolossidasi, come riportato da 
Takahama e Oniki, (1992). Nel sito di Miramare, il contenuto di fenoli si attesta 
intorno a livelli intermedi a dimostrazione che la sintesi dei derivati di tali composti 
possa avere una parziale funzione di protezione dallo stress ossidativo. Ciò potrebbe 
essere correlato alla capacità dei derivati di fenoli e flavonoidi prodotti dalle piante di 
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funzionare come antiossidanti, reagendo quindi, direttamente con i radicali liberi 
formatisi in conseguenza dell’azione dell’inquinante (Lewis, 1993). Sulla base dei 
risultati ottenuti appare evidente che, nonostante i bassi livelli di capacità 
antiossidante totale del tessuto fogliare e la parziale attivazione di sistemi scavenging 
“chiave”, come quello dei fenilpropanoidi, questi non sono in grado di arginare il 
danno ossidativo indotto.  
Barcola rappresenta un sito urbano costiero dove esistono molteplici fonti di stress per 
gli alberi residenti: alta pavimentazione, traffico veicolare (in quanto si trova in 
prossimità di un parcheggio) e possibile infiltrazione salina. Si tratta, in effetti, del 
sito che presenta maggiore stress ossidativo, come indicato dai più elevati livelli di 
MDA e confermato dalla scarsa attività antiossidante degli enzimi coinvolti nel 
metabolismo dell’H2O2. Tale risultato mostra chiaramente come gli esemplari presi in 
esame non riescono ad attivare una risposta efficiente capace di prevenire e/o evitare 
il danno ossidativo. A tal proposito, le risposte fisiologiche stimate da Savi et al. 
(2015) indicano una minore conduttanza stomatica delle piante rispetto a quelle del 
sito di Miramare, che giustificherebbe un minor contenuto di carboidrati solubili. I 
livelli di prolina inferiori a confronto con i restanti siti di studio sono un’ulteriore 
evidenza di una non efficiente capacità di contrastare lo stress. Tuttavia sono 
verosimilmente presenti meccanismi adattativi come documentato dall’elevato 
contenuto di fenoli liberi e da un livello intermedio di carotenoidi. Per quanto riguarda 
le clorofille, il minore rapporto chl a/b potrebbe essere dovuto all’adattamento delle 
foglie a condizioni di forte irradianza, mentre il basso contenuto totale di clorofille 
potrebbe essere un ulteriore sintomo di stress, in accordo a quanto riportato da 
Lichtenthaler et al. (1981).  
Roiano è situato all’interno di un giardino pubblico ampiamente pavimentato e 
posizionato in prossimità di una strada molto trafficata. Lo stress ossidativo presente, 
attestato dai livelli medio-alti di perossidazione lipidica, è il risultato di un effetto 
sinergico di condizioni idriche limitanti ed inquinamento atmosferico. La pianta 
risponde attraverso una marcata attivazione degli enzimi antiossidanti (quali SOD, 
CAT e POD). Nonostante un’elevata capacità antiossidante, i livelli di fenoli liberi, 
risultano inferiori sebbene associati ad un maggiore contenuto di fenoli legati alla 
parete, in accordo con quanto riportato da Hura et al. (2013). E’ stato dimostrato che i 
fenoli legati alla parete ne riducono l’espandibilità permettendo un aumento della 
pressione di turgore a contenuti idrici inferiori. Di conseguenza, nel nostro caso 
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potrebbe trattarsi di un meccanismo di adattamento strutturale a carenza idrica per 
garantire il turgore cellulare anche in condizioni di stress. A tal proposito i livelli 
intermedi del contenuto totale di clorofille e del rapporto chl a/b rispetto ai restati siti 
sono da considerarsi un’ulteriore conferma che la foglia sia in grado di reagire allo 
stress garantendo una complessiva funzionalità.  
Scala dei Giganti è il sito posizionato all’interno del centro cittadino di Trieste, 
tuttavia, la localizzazione geografica non è completamente esplicativa, infatti gli 
individui di leccio analizzati si trovano all’interno di un’area verde (il giardino di San 
Giusto) che si trova in una zona rialzata e poco trafficata rispetto ad altre del centro 
città. In questo caso, l’elemento di problematicità potrebbe essere rappresentato dalla 
moderata ripidità del pendio su cui sono collocati gli alberi. In particolare, le indagini 
fogliari condotte hanno rilevato un livello di perossidazione lipidica inferiore rispetto 
a tutti gli altri siti presi in esame ed un concomitante aumento del contenuto di ROS 
(soprattutto H2O2). Tale risultato potrebbe essere interpretato come una spiccata 
reattività fogliare, in accordo ai livelli più elevati di attività dei tre enzimi 
antiossidanti coinvolti nel metabolismo dell’H2O2 presi in esame. Anche la capacità 
antiossidante totale mostra valori elevati in virtù del più alto contenuto di carotenoidi 
totali. Le basse concentrazioni di ABA sono conseguenti ad una condizione di limitato 
stress, mentre l’inferiore contenuto di carboidrati solubili potrebbe essere motivato da 
una mobilitazione verso altri compartimenti della pianta (Cherbuy et al., 2000). A 
conferma di quanto riportato, l’elevato contenuto di clorofille totali e il rapporto chl 
a/b possono essere interpretati come adattamento delle foglie a condizioni di moderata 
ombra. 
Appare evidente che lo studio della risposta delle piante agli stress in ambiente 
naturale, o antropizzato, risulta ben più complesso rispetto a quello condotto in 
condizioni standardizzate (Mittler, 2006). Nelle “condizioni di campo”, da un lato, le 
piante sono sottoposte ad un maggior numero di stress a cui fanno fronte molto spesso 
con meccanismi complessi ed integrati di adattamento e acclimatazione; dall’altro 
hanno generalmente più risorse (apparati radicali più estesi, stress più graduali) per 
rispondervi. In tale contesto risulta difficile distinguere i cambiamenti nel 
metabolismo dovuti alla normale fenologia da quelli dovuti agli stress ambientali, e 
stabilire delle univoche relazioni causa-effetto riguardo alle risposte delle piante allo 
stress. Ci troviamo, così, di fronte allo sterminato spazio della speculazione che 
necessita tuttavia, di costanti e rigorosi approfondimenti.   
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2^ LINEA DI RICERCA: 
 
Approfondimenti sull’impiego del lichene epifita Flavoparmelia 
caperata nel biomonitoraggio dell’inquinamento atmosferico 
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6. INTRODUZIONE 
 
 
6.1 I licheni 
 
I licheni sono un’associazione simbiotica tra un fungo (micobionte) e un organismo 
fotosintetico (fotobionte). Il fungo appartiene, generalmente, agli Ascomiceti (più del 
98% dei casi), o, più raramente, ai Basidiomiceti; il fotobionte è generalmente un’alga 
verde (Cloroficee) oppure un cianobatterio. Le alghe verdi, unicellulari nella maggior 
parte dei casi, raramente pluricellulari e filamentose, si distinguono per il colore verde 
chiaro oppure aranciato (genere Trentepohlia). I cianobatteri possono appartenere a 
diversi generi delle Chroococcales ed Hormogonales, di cui i più importanti sono 
Nostoc e Gloeocapsa, essi conferiscono solitamente al tallo un colore scuro. I 
cianolicheni, ovvero i licheni contenenti cianobatteri sono in grado di vivere in 
ambienti poveri di nutrienti, grazie alla capacità dei cianobatteri di fissare l’azoto 
atmosferico (N2).  
L’associazione tra mico- e fotobionte porta alla formazione di un organismo con un 
alto grado di organizzazione e con caratteri morfologici e fisiologici peculiari, non 
riscontrabili nei due partner osservati singolarmente (Nash, 1996). I due simbionti 
convivono traendo reciproco vantaggio: il fungo, eterotrofo, sopravvive grazie ai 
composti organici prodotti dall’attività fotosintetica del cianobatterio o dell’alga; 
mentre i fotobionti ricevono in cambio protezione dal disseccamento e nutrienti 
inorganici (Hale, 1983). Grazie a questo consorzio, i licheni sono in grado di 
colonizzare gli ambienti più diversi, quasi a ogni latitudine e altitudine, anche quelli 
caratterizzati da condizioni di vita estreme - p.es. in condizioni di disidratazione 
alcune specie tollerano temperature bassissime (inferiori a 0 °C), ma anche molto alte 
(+100 °C) e inoltre, possono resistere a un elevato irraggiamento-, condizioni nelle 
quali fungo e alga non potrebbero sopravvivere separatamente. Lo stato di quiescenza 
può durare a lungo nel tempo, ma nel momento in cui si verificano le condizioni 
favorevoli si ha la ripresa delle normali attività metaboliche senza danni apparenti 
(organismi peciloidrici). Non avendo strutture di approvvigionamento idrico, come le 
radici, né strutture di difesa dalla disidratazione, essi dipendono dall’acqua 
atmosferica (organismi ectoidrici) (Kershaw, 1985).  
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Grazie alle loro caratteristiche morfologiche e fisiologiche,i licheni possono insediarsi 
su vari tipi di substrato: terreno (licheni terricoli); sulla superficie o all’interno dei 
primi strati delle rocce (epilitici o endolitici); alberi (epifitici). Fino ad oggi sono state 
identificate 20000 specie di licheni (Hawksworth, 2001), oltre 2300 delle quali sono 
state censite sul territorio italiano (Nimis, 2000).  
Il corpo vegetativo del lichene, denominato tallo, in base alla sua organizzazione 
interna, viene classificato come:  
 eteromero: forma più evoluta e stratificata, tipica della maggior parte dei 
licheni. Il fungo forma un involucro protettivo, mentre le cellule algali 
occupano un livello interno ben definito, detto strato algale. Sono distinguibili 
vari strati: 1. cortex superiore, costituito da ife agglutinate, sulla cui superfice 
si ritrovano strutture riproduttive e vegetative che vanno a formare la parte 
superiore del lichene;  2. strato algale o gonidiale, costituito da ife lasse in cui 
si addensano le cellule algali;  3. medulla di ife lasse disposte a “rete” con 
ampi spazi, che facilitano gli scambi gassosi;  4. cortex inferiore (presente 
quasi esclusivamente nei licheni fogliosi), formato da ife appressate.   
 omomero: struttura più semplice e primitiva, in cui le ife e le cellule algali o 
dei cianobatteri sono disposte in modo uniforme per tutto lo spessore del tallo.  
In base alle forme di crescita, individuabili su base morfologica, i licheni si possono 
distinguere nelle seguenti categorie:  
 crostosi: caratterizzati da un tallo strettamente aderente al substrato, privo di 
cortex inferiore e rizine, che può essere continuo, areolato (suddiviso in areole 
piatte), verrucoso (areole convesse), peltato (areole con margini ascendenti 
attaccate per un punto centrale), leproso (di aspetto pulverulento costituito da 
una massa indifferenziata di ife e alghe), placodiomorfo (lobato 
marginalmente);  
 squamulosi: variante dei precedenti, presentano un tallo costituito da 
squamule ascendenti o suberette, o da verruche fortemente convesse 
raggruppate in cuscinetti (talli bullati); forma tipica di molti licheni terricoli;  
 fogliosi: il tallo, facilmente asportabile, è costituito da lobi più o meno 
appiattiti, a organizzazione dorsoventrale (superfice inferiore differente dalla 
superiore), disposti parallelamente al substrato al quale si ancorano mediante 
rizine; le dimensioni dei lobi variano da pochi millimetri ad alcuni centimetri;  
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 fruticosi: il tallo, a sviluppo tridimensionale, è formato da ramificazioni 
(lacinie) a sezione piatta o circolare; il portamento può essere eretto, prostrato 
o pendente; in alcuni casi da un tallo primario crostoso o squamuloso si 
dipartono strutture suberette, di forma variabile (bastoncello, trombetta, 
cespuglietto, etc.) dette podezi, che si originano dall’apotecio e sono parte del 
corpo fruttifero, anche se spesso il tallo primario scompare e il podezio 
rappresenta l’intero tallo;  
 gelatinosi: sono i licheni contenenti cianobatteri, presentano generalmente un 
colore scuro e consistenza gelatinosa allo stato umido; in condizioni 
disidratate appaiono rigidi e fragili.   
La riproduzione dei licheni è riconducibile a due principali strategie: moltiplicazione 
vegetativa e riproduzione sessuata. Alcuni di essi sono in grado di avvalersi di 
entrambe le modalità, ma in molte specie si è specializzata in una sola. Nel consorzio 
lichenico, la presenza dell’alga non influenza il processo riproduttivo del partner 
fungino, mentre l’alga perde la facoltà di produrre zoospore, moltiplicandosi solo per 
via vegetativa. Questa avviene sia tramite frammentazione del tallo, sia mediante 
propaguli specifici contenenti sia il fungo che l’alga. I principali tipi di propaguli sono 
i soredi e gli isidi.  La riproduzione sessuata viene svolta dal fungo tramite la 
produzione e la dispersione di spore, contenute in strutture sacciformi dette aschi, che 
una volta disperse dal vento, dall’acqua o da altri fattori, daranno vita a talli lichenici, 
qualora trovino un’alga adatta già al momento della loro germinazione. In alcuni casi, 
all’interno dei corpi fruttiferi, cellule algali si associano alle spore, favorendo quindi 
la formazione di nuovi talli.   
I licheni, giunti a maturità, producono piccoli corpi fruttiferi:   
 peritecio: è una struttura a forma sferoidale con un lungo collo, più o meno 
affossato nel tallo, al cui interno vi sono parafisi e aschi, che si aprono 
attraverso un poro apicale (ostiolo).  
 apotecio: a forma di disco, concavo o convesso; può essere sessile, 
peduncolato o portato su strutture erette come i podezi; si distinguono un 
disco (formato dall’imenio) e un margine, che può essere di colore diverso e 
contenere alghe (apotecio lecanorino), oppure di colore simile e privo di 
queste (apotecio lecideino).   
tali caratteristiche risultano importanti per la classificazione ed il riconoscimento delle 
specie (Agrios, 2005) 
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6.2 Monitoriaggio e biomonitoraggio dell’inquinamento atmosferico 
 
Il monitoraggio dell’inquinamento atmosferico è un problema complesso per l’alto 
numero di sostanze potenzialmente pericolose, la difficoltà di stimare i loro effetti 
sinergici o antagonisti, la loro ampia variazione spaziale e temporale, l’alto costo 
degli strumenti di registrazione e quindi la bassa densità dei punti di campionamento 
in un approccio puramente strumentale (Nimis et al., 2000; Wolterbeek, 2002). 
Informazioni sugli inquinanti atmosferici possono essere ottenute attraverso modelli 
di dispersione e misurazioni in campo delle emissioni. Le misure di immissione sono 
necessarie ed indispensabili: esse validano i modelli di dispersione ed indicano la 
presenza di sorgenti sconosciute o non registrate. Tuttavia, per garantire la 
rappresentatività spazio-temporale delle misure fatte in campo, il campionamento 
dovrebbe essere fatto a lungo termine e in un numero elevato di siti (Slanina et al., 
1990). È qui che entra in gioco il biomonitoraggio, comunemente definito come l’uso 
di organismi e biomateriali per ottenere informazioni quantitative su certe 
caratteristiche della biosfera. L’uso di bioindicatori negli studi di campo ha il grosso 
vantaggio della presenza permanente e diffusa dell’organismo selezionato 
nell’ambiente e della facilità di campionamento, permettendo l’implementazione di 
programmi a lungo termine e su grande scala senza l’impiego ed il mantenimento di 
sofisticati e costosi macchinari (Beeby, 2001).  L’uso di organismi viventi nello studio 
della qualità ambientale è largamente accettato in molti paesi, ed informazioni 
corroboranti, ottenute da rilevamenti di biomonitoraggio a supporto dei dati limitati 
derivati da misure fisico-chimiche, sono spesso fortemente raccomandate. Numerosi 
studi indagano le correlazioni tra concentrazioni di inquinanti in organismi definiti 
biomonitor e dati epidemiologici su salute e mortalità (Wappelhorst et al., 2000; 
Wolterbeek e Verburg, 2004). Queste ricerche possono essere utili nell’indirizzare 
l’attenzione su specifici inquinanti ed aumentare gli studi su possibili meccanismi 
dose-risposta nell’epidemiologia associata all’aria. 
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6.3 L’uso dei licheni come biomonitor 
 
Tra gli organismi viventi, i licheni, ed in particolare quelli epifiti, occupano un posto 
di primaria importanza nella valutazione della contaminazione dell’atmosfera. 
Durante gli ultimi 30 anni, molti studi hanno sottolineato la possibilità di utilizzarli 
come bioindicatori della qualità dell'aria, data la loro sensibilità ai vari fattori 
ambientali, che può provocare cambiamenti in alcune delle loro componenti e / o 
parametri specifici (Loppi, 1995; Hamada e Miyawaki, 1998). Molti parametri 
fisiologici vengono utilizzati per valutare danni ambientali ai licheni, ad esempio: 
fotosintesi (Calatayud et al, 1999); contenuto di clorofilla (Zaharopoulou et al., 1993); 
danni alle membrane cellulari (Fields e Clair, 1984).  
I licheni dipendono fortemente dall’atmosfera per i nutrienti e non presentano 
cuticole cerose o stomi, permettendo a molti contaminanti di essere assorbiti 
attraverso l’intera superficie del tallo e agendo da bio-concentratori di alcune 
sostanze. La morfologia dei licheni non varia con le stagioni, quindi l’accumulo può 
avvenire durante l’intero anno. Questi organismi hanno generalmente una 
considerevole longevità e sono presenti sia in aree remote che in aree vicine a fonti di 
inquinamento. Le prime osservazioni sul deperimento dei licheni in aree soggette ad 
inquinamento atmosferico risalgono alla seconda metà del XIX secolo, quando nel 
1859 Grindon suggerì che il loro declino nel Lancashire potesse essere attribuito 
proprio ad esso. Pochi anni dopo, la minor abbondanza di licheni sugli alberi di Parigi 
rispetto alla campagna circostante fu correlata alla scarsa qualità dell’aria (Nylander, 
1866). Successivamente, verso la fine degli anni ’20 del XX secolo, studi condotti nel 
Nord Europa evidenziarono come il centro di molte città mostrasse una zona che fu 
definita “deserto lichenico” (Sernander, 1926) per indicare l’assenza di questi 
organismi. Le ricerche in questo campo sono proseguite lentamente, soprattutto a 
causa del fatto che la carenza di dati diretti di chimica ambientale impediva la 
quantificazione precisa delle relazioni tra questo e la vegetazione lichenica (Nimis, 
1989). È solo a partire dalla seconda metà del ‘900 che si è assistito ad un notevole 
incremento di pubblicazioni sul loro uso come indicatori (Nimis, 1990; Loppi, 1995). 
Oggi i licheni sono correntemente usati come: 
 biomonitor, ovvero indicatori sensibili a stimare effetti biologici 
misurando cambiamenti a livello di comunità (l’inquinamento 
atmosferico è indicizzato da variazioni geografiche nella biodiversità e 
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ricchezza di specie). La varietà delle risposte di differenti specie verso 
gli inquinanti permette di ottenere pattern dettagliati anche a bassi 
livelli di inquinamento;  
 bioaccumulatori di inquinanti persistenti attraverso il dosaggio del 
contenuto di elementi in traccia (Bajpaj et al., 2010).  
Le principali caratteristiche che rendono i licheni degli ottimi indicatori biologici sono 
le seguenti: essendo sprovvisti di apparato radicale, essi traggono le sostanze di cui 
hanno bisogno (acqua, sali minerali, etc.) direttamente dall’atmosfera; non presentano 
strutture di protezione e selezione rispetto alle sostanze presenti nell’ambiente esterno, 
assumendo perciò, in modo continuo, sia nutrienti che contaminanti sia sotto forma 
gassosa, sia in soluzione, che associati al particellato (Tuominen e Jaakkola, 1973; 
Nieborer et al., 1978; Brown e Beckett, 1985); a differenza di quanto avviene nelle 
piante superiori, i processi di assorbimento hanno luogo su tutta la superficie del tallo, 
nell’arco di molti anni e ciò spiega perché siano tra i primi organismi a risentire della 
presenza di sostanze fitotossiche e riescano ad accumulare a livelli facilmente 
apprezzabili quei contaminanti atmosferici persistenti (metalli, idrocarburi, 
radionuclidi, fluoruri, etc.) difficilmente misurabili in campioni di aria; talvolta i 
licheni possono contenere concentrazioni elevate di contaminanti senza dimostrare 
danni fisiologici o morfologici e ciò è dovuto al fatto che alcuni di questi non 
risultano essere tossici per il lichene, oppure si trovano in forma di particelle 
insolubili negli spazi intercellulari della medulla (Richardson, 1988) o sono comunque 
bloccati esternamente alle membrane cellulari. Molte sostanze presenti nell’atmosfera 
determinano un progressivo danneggiamento delle cellule algali, con conseguente 
depressione dell’attività fotosintetica. Un’azione depressiva sull’attività fotosintetica è 
stata dimostrata, sulla base di esperimenti di fumigazione ad esposizione controllata, 
per le seguenti sostanze: SO2 (Le Blanc e Rao, 1975), H2S (Bertuzzi e Tretiach, 2013) 
idrocarburi (Lallemant e Van Haluwyn, 1981), piombo (Deruelle e Petit, 1983), zinco 
e cadmio (Nash, 1975), fluoruri (Perkins et al., 1980), mercurio (Nicolardi et al., 
2012). A differenza della maggior parte delle piante superiori, in essi non avviene il 
fenomeno dell’abscissione fogliare; per questo motivo i talli non hanno la possibilità 
di liberarsi periodicamente dalle parti vecchie o danneggiate e quindi nemmeno dalle 
sostanze contaminanti accumulate tramite meccanismi di secrezione attiva. La 
lentezza del metabolismo e gli effetti tamponanti del substrato sembrano la causa 
della maggiore resistenza dei licheni crostosi, più di quelli fogliosi, nei centri cittadini, 
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mentre la longevità permette di ottenere dagli stessi una stima dell’inquinamento su 
tempi lunghi (James, 1973). Le varie specie presentano diversi gradi di tolleranza 
rispetto alle sostanze nocive. Alcune di esse sono in grado di assorbire e trattenere al 
loro interno concentrazioni notevoli di alcuni contaminanti persistenti (metalli pesanti, 
radionuclidi, idrocarburi clorurati, fluoruri, etc.) senza subire alterazioni nel medio 
termine, rendendoli ottimi accumulatori. 
Il bioaccumulatore è tanto migliore, quanto più risulta lineare la correlazione fra 
presenza di contaminante nell’aria e concentrazione dello stesso nel tallo lichenico. 
Se, superata una certa soglia di inquinante nell’atmosfera, esso non è più in grado di 
assorbirlo, si perde, così, l’informazione relativa ai massimi livelli di contaminazione, 
che sono i più interessanti. Sfruttando la capacità di assorbire ed accumulare i 
contaminanti persistenti, generalmente presenti nell’atmosfera in basse 
concentrazioni, negli ultimi anni questi organismi sono stati ampiamente impiegati nel 
monitoraggio di metalli pesanti, radionuclidi, non-metalli come lo zolfo ed il fluoro, e 
di composti xenobiotici come per esempio gli idrocarburi clorurati (Nieborer e 
Richardson 1981; Thomas et al., 1984; Mackenzie, 1986; Bacci et al., 1986; Perkins e 
Millar 1987). Il controllo di queste sostanze permette di studiare indirettamente il loro 
grado di diffusione e deposizione, e quindi di risalire alle fonti di inquinamento.   
Una vastissima letteratura scientifica è concorde sul fatto che l’SO2 sia la principale 
causa del declino dei licheni, tuttavia è interessante notare che in Europa, negli ultimi 
anni, le concentrazioni di SO2 sono apprezzabilmente diminuite, grazie ad interventi 
di controllo sui processi produttivi (European Environment Agency, EEA, 2006). Al 
contrario e le concentrazioni di O3 superano molto spesso le soglie limite fissate per la 
salute umana e per la protezione della vegetazione, soprattutto in Italia (EEA, 2008). 
Dunque, la comprensione degli effetti dell’O3 sui licheni, e il loro eventuale uso quali 
bioindicatori di questo inquinante, sono argomenti di attuale interesse per la comunità 
scientifica e non solo, ma le conoscenze a riguardo sono per molti aspetti lacunose e 
di problematica interpretazione (Holopainen e Kärenlampi, 1985; Egger et al., 1994; 
Calatayud et al., 2000, Ross e Nash III, 1983; Tarhanen et al., 1997; van Herk, 2001; 
Cirimele et al., 2002; Pellegrini et al., 2014: Bertuzzi et al., 2013).   
Generalmente le alterazioni indotte dall’inquinamento atmosferico sui licheni epifiti a 
livello fisiologico si manifestano: con una generale depressione della fotosintesi e 
della respirazione cellulare, nonché un’evidente riduzione della fertilità; 
morfologicamente, con evidente scolorimento e modificazione della forma del tallo; a 
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livello ecologico, con una generale diminuzione della copertura di specie e alterazione 
della comunità lichenica. Mentre le prime non sono agevolmente quantificabili e 
spesso si rivelano di difficile interpretazione, le ultime permettono di tradurre le 
risposte in valori numerici.  
Per contro, i principali limiti dell’utilizzo di questi organismi quali bioindicatori della 
qualità dell’aria, sono rappresentati da: (i) difficoltà di applicazione dove sia 
infrequente il substrato di crescita adatto; (ii) drastica diminuzione della sensibilità di 
alcune tecniche per valori estremi di concentrazione atmosferica di determinati 
inquinanti; (iii) incapacità di rilevare fenomeni acuti, in quanto la loro reazione 
richiede un certo tempo per essere apprezzabile; (iv) impossibilità di elaborare 
un’unica scala d’interpretazione dei dati biologici in termini di inquinamento valida 
per tutto il territorio nazionale, vista l’estrema variabilità climatica e geomorfologica 
che lo caratterizza (ANPA, 2001). 
La tecnica del trapianto di talli lichenici ovvia ad uno di questi limiti, in quanti ha il 
grande vantaggio di essere applicabile anche in zone di “deserto lichenico”, aree che 
sono inadatte alla sopravvivenza dei licheni a causa di livelli elevati di inquinamento, 
oppure può essere utilizzato in zone dove non ci sono substrati adatti. I talli lichenici 
vengono prelevati dalla corteccia degli alberi in aree a basso inquinamento e poi 
fissati alle superfici idonee ed esposti nelle aree di monitoraggio (Conti e Cecchetti, 
2001). Nel caso di licheni epifiti, solitamente l’esposizione viene effettuata su tronchi 
d’albero, per mezzo di un reticolo appositamente realizzato. 
Il metodo di trapianto può essere usato sia per testare la risposta fisiologica del 
lichene nel sito di esposizione (attraverso la misura di aree necrotizzate o di parametri 
come la fluorescenza clorofilliana) (Garty et al., 2001; Tretiach et al., 2007), sia in 
studi di bioaccumulo classici che analizzano i contaminanti nel tessuto. Numerosi 
studi riguardanti questo metodo si occupano di oligoelementi e in particolare 
approfondiscono aspetti di: assorbimento, conservazione, localizzazione e rilascio, 
tolleranza e tossicità (Brown e Beckett, 1985; Sloof, 1995; Bennett e Wetmore 1999).  
Non esistendo un unico metodo standardizzato, in questo tipo di studi è importante 
comprendere quali siano gli effetti indotti dalla tipologia di esposizione – 
auspicabilmente il meno invasiva possibile – e quantificare le variazioni fisiologiche 
stagionali a cui va incontro l’organismo durante il periodo di indagine (Mackenzie et 
al., 2002; Baruffo e Tretiach, 2007). Un metodo di trapianto minimamente invasivo fu 
proposto da Brodo (1961), che utilizzò in un esperimento gli stessi dischi di corteccia 
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costituenti il substrato originario del lichene; tale metodologia fu scarsamente seguita, 
molto probabilmente a causa delle notevoli difficoltà di preparazione dei campioni 
espositivi. Successivamente, i metodi di trapianto più utilizzati hanno utilizzato 
tecniche di più semplice attuazione, come l’inserimento dei licheni all’interno di bag 
(Canas et al., 1997; Marques et al., 2004) o all’interno di reticoli in maglie di ferro 
plastificate (Fernandez-Salegui et al., 2006). Come ribadito da diversi autori 
(Calatayud et al., 1996; Tretiach et al., 2007), se l’obiettivo della sperimentazione è 
valutare i possibili effetti degli inquinanti aerodiffusi sulla fisiologia dei licheni, si 
devono considerare anche il possibile effetto indotto da variabili “naturali” 
(stagionalità, disidratazione, ecc.) che potrebbero condurre ad erronee interpretazioni 
dei dati acquisiti. L’effetto della metodologia di esposizione, della stagionalità o del 
microclima delle aree di studio sono state spesso tuttavia trascurate (Egger et al., 
1994), altre volte presunte, ma non verificate (Calatayud et. al, 1996) e raramente 
esaminate in modo esaustivo (Tretiach et al., 2007). Una ulteriore fonte di variabilità 
può essere causata inoltre dalla metodologia utilizzata per l’esposizione dei campioni.  
 
 
6.4 I licheni e l’inquinamento fotochimico 
 
Recentemente è stato ipotizzato che la resistenza dei licheni ad alcuni inquinanti 
fotochimici notoriamente fitotossici sia legata ai meccanismi di resistenza al 
disseccamento tipici di tali organismi (Piccotto et al., 2011; Candotto Carniel et al., 
2011). La disidratazione e la successiva reidratazione del citoplasma in presenza di 
un’atmosfera ossidante sembra determinare infatti la formazione di ROS, cioè quelle 
stesse molecole che sono indotte dai più importanti inquinanti gassosi (NOx e O3) 
(Weissman et al., 2005; Weissman et al., 2006). Tali molecole, se eccedono la 
capacità antiossidante della cellula alterano i lipidi, le proteine e il DNA. I licheni 
hanno evoluto alcuni meccanismi di difesa per far fronte a uno stress che è 
intrinsecamente legato alla loro peculiare biologia. Questi meccanismi includono la 
costituzione di un efficiente corredo di sostanze antiossidanti, enzimatiche e non, e 
l'accumulo di zuccheri riducenti per la vitrificazione del citoplasma a protezione 
dell'ultrastruttura cellulare (Kranner et al., 2008). Recenti studi hanno permesso di 
ipotizzare che vi sia una certa specie-specificità nell'efficienza dei corredi 
antiossidanti e che le differenze siano imputabili alle diverse ecologie delle specie. É 
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stato infatti osservato che specie xerofile, adattate a superare protratti ed intensi 
periodi di disidratazione spesso anche in ambienti a forte luminosità, sono in grado di 
ripristinare a livelli ottimali il loro corredo antiossidante molto più rapidamente 
rispetto a specie igrofile (Kranner, 2002; Kranner et al., 2003). Ciò potrebbe 
concorrere a spiegare perché gli ambienti urbani, che sono caratterizzati non solo da 
elevate concentrazioni di inquinanti, ma anche da maggiore aridità ambientale, per il 
ben noto fenomeno delle “isole di calore” (Oke, 1995), sono colonizzati più 
facilmente da specie xerofile piuttosto che da specie igrofile (Loppi et al., 2002). 
L'importanza dei fattori mesoclimatici nel determinare la distribuzione dei licheni in 
ambiente urbano è però ancora largamente sottovalutata a causa della scarsità di dati 
sperimentali (Tretiach et al., 2012). Sebbene i fattori mesoclimatici siano stati già 
ritenuti fondamentali dai propositori della cosiddetta “drought hypothesis” (Rydzak, 
1968), tutti gli studi di ecologia urbana e di biomonitoraggio ambientale degli ultimi 
quattro decenni, con ben poche eccezioni (Nimis, 1985a; Nimis 1985b; Wirth, 1987), 
li hanno ignorati, quando non apertamente rigettati, spiegando i fenomeni osservati in 
funzione (a) della presenza di inquinanti aerodiffusi e (b), in subordine, della 
discontinuità dei corridoi ecologici urbani, che inevitabilmente limitano i fenomeni di 
ri-colonizzazione nei periodi di miglioramento delle condizioni ambientali. Recenti 
esperimenti di trapianto in condizioni altamente standardizzate suggeriscono, invece, 
che il principale fattore ambientale che limita la colonizzazione lichenica in ambiente 
urbano sia proprio la disponibilità idrica (Tretiach et al. 2012). Se artificialmente 
idratato, un lichene come Flavoparmelia caperata (L.) Hale è infatti capace di far 
fronte allo stress ossidativo indotto da NOx e O3 alle concentrazioni di un tipico 
ambiente urbano ad elevata pressione antropica. Se invece le condizioni ambientali 
non ne permettono la reidratazione con una certa frequenza, il lichene inevitabilmente 
subisce i danni derivanti sia dalla stessa protratta disidratazione sia dall'azione degli 
inquinanti a cui rimane esposto passivamente. La protratta disidratazione comporta 
inevitabilmente anche la riduzione del tempo in cui il tallo è metabolicamente attivo 
da un punto di vista fotosintetico, e ciò si traduce in una inevitabile riduzione di 
produttività primaria, crescita e capacità riproduttiva (Lange e Green, 2008).  
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7. MATERIALI E METODI 
 
 
7.1 Flavoparmelia caperata (L.) Hale 
 
Flavoparmelia caperata (Ach.) Hale è una specie lichenica mesofitica, 
prevalentemente epifitica, che cresce su scorza subacido-subneutra di alberi isolati o 
in boschi molto aperti, ma eccezionalmente anche su rocce. E’ diffusa nelle zone 
temperate, abbondante nella fascia sub-mediterranea, ma comune anche nella 
vegetazione eu-mediterranea. In aree aride è ristretta a zone riparate, ad esempio 
all’interno di foreste aperte. Raggiunge la fascia mediterranea in aree con clima 
umido. In Italia è molto diffusa in tutte le regioni, al di sotto della fascia montana 
(eccetto lungo il versante orientale della penisola, più soggetto a venti freddi e secchi, 
dove è un po' meno frequente). Predilige luoghi con luce diffusa e diretta o siti esposti 
al sole, rifuggendo da irradiazioni solari estreme. Si trova da siti privi di 
eutrofizzazione fino a siti con bassa eutrofizzazione. Il lichene è frutto della simbiosi 
tra un ascomicete e un’alga verde del genere Trebouxia, ha una strategia riproduttiva 
principalmente asessuata e si propaga prevalentemente tramite blastidi; gli apoteci 
sono rari. F. caperata è un lichene foglioso con tallo a rosetta e lobi larghi e 
arrotondati, appiattito dorso-ventralmente, di colore da verde giallastro a verde-grigio. 
Gli individui più grandi raggiungono i 20-25 cm di diametro. Il centro del tallo è 
pulverulento perché ricco di propaguli vegetativi, mentre i margini sono lisci con 
estremità arrotondate. La medulla, bianca, presenta uno strato algale continuo. Il 
cortex inferiore è nero al centro, marrone perifericamente e munito di rizine per lo più 
semplici o poco ramificate. Gli apoteci sono larghi fino a 8 mm, laminari, arrotondati, 
da adnati a sessili, lecanorini; l’epitecio è di colore chiaro, spesso bruno, l’ipotecio è 
incolore (Nimis, 1987). Gli aschi sono claviformi, le spore, 8 per asco, sono semplici, 
ellissoidi, ialine, hanno dimensioni di circa 15-24 x 8-13 µm. I picnidi sono 
superficiali, immersi nel tallo o poco rilevati, più frequenti sul margine tallino degli 
apoteci; i conidi sono cilindrici o fusiformi, diritti. Lo spot test dà esito K-, C-, KC+, 
P- giallo su cortex superiore; K-, C-, KC-, P+ rosso su medulla. La specie presenta 
come principali metaboliti secondari acido usnico, atranorina, acido protocetrarico, 
acido caperatico (Nash et al., 2001). 
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L’impiego di F. caperata negli studi di biomonitoraggio è molto diffuso, per la sua 
ubiquitarietà, la relativa semplicità di campionamento, la disponibilità di informazioni 
sulla sua fisiologia (Loppi et al., 2004; Tretiach et al., 2007; Godinho et al., 2008; 
Majumder et al., 2013; Pellegrini et al., 2014). 
 
 
7.2 Raccolta e preparazione del materiale 
 
Nei mesi di novembre e dicembre 2013 e dicembre 2014, talli di F. caperata di 7-10 
cm di diametro sono stati raccolti dalla corteccia esposta a nord di individui di 
Fraxinus ornus in un’area boschiva del Carso triestino (località Gabrovizza, 
45.7355354 N, 13.7170894 E, 235 metri s.l.m), priva di attività agricola ed 
allevamenti. Sono stati selezionati talli posti a più di 80 cm dal suolo, per ridurre le 
fonti di contaminazione terrigena ed esclusivamente posizionati su tronchi con 
inclinazione non maggiore di 30 ° e di circonferenza non inferiore a 35 cm, per 
uniformare l’esposizione luminosa. I talli sono stati raccolti indossando guanti sterili 
in lattice e sono stati staccati delicatamente dal substrato mediante taglierino, posti in 
piastre Petri e trasportati in laboratorio, dove sono stati lasciati disidratare all'aria per 
almeno 24 ore prima di procedere alla pulitura allo stereo-microscopio al fine di 
eliminare materiale estraneo al lichene. Successivamente i campioni sono stati seccati 
per 24 ore in contenitori chiusi contenenti silica gel e quindi stoccati a -20 °C. Si è 
scelto di campionare talli esposti prevalentemente a nord con l’obiettivo di diminuire 
la variabilità della risposta, in quanto gli stessi, cresciuti nelle medesime condizioni, 
presentano simili caratteristiche per (i) contenuto di clorofilla, (ii) capacità di 
captazione della luce e (iii) sistemi di riparazione (Tretiach e Brown, 1995; Piccotto e 
Tretiach, 2010). 
Al momento dell’esecuzione dell’esperimento il materiale è stato lasciato scongelare 
per 24 ore in silica gel. Sono stati scelti talli privi di necrosi e di parassiti e selezionati 
i 3 cm più esterni del tallo. Tutti i lobi selezionati sono stati sottoposti a un periodo di 
acclimatazione di 48 ore per ridurre possibili differenze di risposta dovute alle 
condizioni climatiche immediatamente precedenti al periodo di campionamento e alle 
condizioni di mantenimento in laboratorio (disidratazione e pulitura). 
L'acclimatazione è stata eseguita ponendo i lobi all'interno di camere con umidità 
relativa (UR) ~100% (realizzate con vaschette contenenti acqua distillata e ricoperte 
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con pellicola trasparente) a una temperatura di 20±1 °C e a un'intensità luminosa di 
19±2 µmol fotoni m-2 s-1 con fotoperiodo di 14 ore di luce e 10 di buio. Durante 
l’acclimatazione, i lobi sono stati immersi per 3 minuti in H2O distillata due volte al 
giorno, per mantenere un buono stato di idratazione. Successivamente i campioni sono 
stati lasciati seccare per 24 ore in laboratorio e altre 48 ore in silica gel.  
 
 
7.3 Prove preliminari 
 
7.3.1 Lavaggi in acetone 
 
Lo studio del ruolo fisiologico svolto dalle sostanze licheniche (prodotti del 
metabolismo secondario dei licheni) prevede molto spesso la loro rimozione. Uno dei 
metodi più comunemente utilizzati a tale scopo è il lavaggio di talli completamente 
disidratati in acetone puro. Secondo alcuni autori questo trattamento sarebbe privo di 
effetti permanenti sulla vitalità dei talli, tuttavia ciò è stato dimostrato soltanto tramite 
misure di fluorescenza clorofilliana e di pigmenti primari, parametri strettamente 
legati al fotobionte, trascurando quindi il potenziale effetto sul micobionte. Risulta, 
invece, interessante indagare l’impatto di tale trattamento sull’integrità delle 
membrane. 
Sono stati predisposti 3 set di campioni: un set è stato destinato alle analisi su 
materiale non trattato. Gli altri due set sono stati sottoposti a lavaggi sequenziali in 
acetone puro (>99%). Ogni lobo è stato completamente immerso per 10 minuti in 
acetone e mantenuto in agitazione. I lavaggi sono stati ripetuti per 13 volte. Dopo i 
lavaggi in acetone, uno dei due set di campioni è stato sottoposto ad un trattamento di 
riadattamento che consiste nel mantenimento dei talli per 48 ore in camere umide 
(UR~100%), a una temperatura di 20±1 °C e a un'intensità luminosa di 19±2 µmol 
fotoni m-2 s-1 con fotoperiodo di 14 ore di luce e 10 di buio. Alla fine di ogni 
trattamento i campioni sono stati sottoposti alla determinazione del contenuto di MDA 
di perdita di K+ (vedi infra). 
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7.3.2 Esposizione a varie umidità relative 
 
Per valutare l’effetto dell’UR dell’aria al momento del campionamento dei licheni 
trapiantati nelle campagne di biomonitoraggio, è stata allestita una prova di 
esposizione di talli di F. caperata a differenti UR e successiva determinazione di 
fluorescenza e contenuto di MDA. I campioni sono stati sottoposti a un periodo di 
acclimatazione di 48 ore e successivamente sottoposti a misura di fluorescenza pre-
esposizione. A questo punto i campioni sono stati seccati per 24 ore. I campioni sono 
stati, quindi, esposti a varie UR all’interno di vaschette sigillate contenenti soluzioni a 
varie concentrazioni di NaCl: 0 M ≈ UR 100%; 1 M ≈ UR 95%; 2M ≈ UR 91%; 4M ≈ 
UR 83%; 5M ≈ UR 80%; soluzione satura ≈ UR 76%; infine un set di campioni è 
stato esposto in una vaschetta contenente silica gel, corrispondente ad un’UR del ~ 
5%. Le esposizioni, della durata di una settimana, sono state effettuate in condizioni 
standard di temperatura (20±1 °C), intensità luminosa (PAR 19±2 µmol fotoni m-2 s-1) 
e fotoperiodo (14 ore luce/10 ore buio). Alla fine delle esposizioni i campioni sono 
stati pesati e subito dopo sono state effettuate le misure di fluorescenza post-
esposizione. Successivamente, i campioni utilizzati per le misure di fluorescenza sono 
stati posti in stufa a 70 °C per 24 ore per determinarne il contenuto idrico. I campioni 
destinati alle analisi biochimiche sono invece stati ritirati, macinati in mortaio con 
azoto liquido e successivamente liofilizzati.  
 
 
7.4 Esposizione dei trapianti lichenici 
 
7.4.1 Scelta delle città-campione e delle stazioni di esposizione 
 
Sulla base di un attento screening dei dati macroclimatici sono state selezionate due 
città (e le rispettive provincie), Trieste e Udine (Fig. 9), che si caratterizzano per 
regimi di umidità atmosferica ben differenziati e differenti fonti inquinanti e per cui si 
dispone di dati aggiornati di indice di diversità lichenica (LDV) raccolti secondo le 
linee-guida di Asta et al. (2002). 
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Fig. 9 
Localizzazione geografica delle città scelte per l’esposizione 
 
Trieste è una città di medie dimensioni di 210 000 abitanti, a ridosso del mare, con un 
clima secco, sub-mediterraneo (temperatura media annuale: 14,4 °C; piogge totali: 
999.3 mm anno-1), e venti predominanti continentali (“Bora”) che spirano da ENE (c. 
60,000 km anno-1) (Stravisi, 2003). Udine (altitudine 113 m s.l.m.) è al centro di 
un’area urbana di circa 176.000 abitanti. Sorge nell’alta pianura friulana, intorno ad un 
colle isolato, a circa 40 km dal mare. Il clima di Udine è caratterizzato da temperature 
abbastanza elevate d'estate e relativamente rigide d'inverno e precipitazioni (c. 1300 
mm/anno) ben distribuite nel corso dell’anno, con minimi nel periodo invernale. Per 
ogni area urbana, sono stati individuati 5 siti disposti dalla zona periurbana prossimo-
naturale al centro cittadino, in cui è stata verificata la presenza in campo di F. 
caperata; i siti sono stati scelti, ove possibile, in prossimità di centraline di 
rilevamento della qualità dell'aria, per avere a disposizione dati validati dei principali 
inquinanti atmosferici (SO2, NOx, O3, PM10).  
L’esperimento, è stato realizzato nel corso dell’anno 2014 con un’esposizione 
invernale (minimi annuali assoluti di O3; massimi annuali assoluti di SO2 e NOx): 3 
febbraio - 1 aprile (Udine), 4 febbraio - 1 aprile (Trieste) ed una estiva (massimi 
annuali assoluti di O3), 7 luglio - 8 settembre (Udine), 8 luglio - 8 settembre (Trieste) 
che è stata poi replicata nell’estate 2015: 15 giugno - 11 agosto (Udine e Trieste), in 
quanto l’estate del 2014 si è rivelata, a differenza delle precedenti, particolarmente 
fredda e piovosa.  
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Tabella 1 
Elenco siti di esposizione, con relative coordinate geografiche e corrispondenti centraline ARPA 
 
Trieste 
Sito Coordinate Centralina di rilevamento 
della qualità dell’aria 
più vicina 
Muggia (A1) 45°36'08.72"N 
13°46'0.76"E 
Muggia  
(ARPA TS 1) 
Via di Giarizzole (A2) 45°37'9.21"N 
13°47'53.00"E 
Monte San Pantaleone 
(ARPA TS 2) 
Via Pitacco (A3) 45°37'22.82"N 
13°46'56.95"E 
Via Pitacco  
(ARPA TS 3) 
Via Svevo (A4) 45°37'45.72"N 
13°46'52.99"E 
Via Svevo  
(ARPA TS 4) 
Giardino Basevi (A5) 45°38'39.87"N 
13°46'35.32"E 
- 
 
 
Udine 
Sito di esposizione Coordinate Centralina di rilevamento 
della qualità dell’aria 
più vicina 
San Giovanni al Natisone (B1) 45°58'19.18"N 
13°23'35.54"E 
San Giovanni al Natisone  
(ARPA UD 1) 
Via Pozzuolo (B2) 46°2'5.26"N 
13°13'24.02"E 
Via San Osvaldo  
(ARPA UD 2) 
Via Crispi (B3) 46°3'33.82"N 
13°14'10.09"E 
- 
Piazza I maggio (B4) 46°3'57.60"N 
13°14'20.69"E 
Via Cairoli  
(ARPA UD 4) 
Via Ampezzo (B5) 46°4'17.89"N 
13°13'45.37"E 
Via San Daniele  
(ARPA UD 5) 
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Fig. 10 
Localizzazione dei siti di esposizione e centraline ARPA 
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7.4.2 Esposizione dei trapianti 
 
I talli selezionati, dopo le misure pre-esposizione di Fluorescenza clorofilliana, sono 
stati esposti su tronchi di tiglio (Tilia sp.) presenti nei 10 siti prescelti nelle due città, 
in condizioni strettamente standardizzate secondo il protocollo di Tretiach et al. 
(2007). 
 
Fig. 11  
Esempio di esposizione di un trapianto lichenico: sito di Giardino Basevi, Trieste. 
 
Per ogni sito: il reticolo è stato attaccato sul tronco degli alberi precedentemente 
selezionati, a 3 m di altezza dal suolo sul lato esposto a nord (Fig. 11). In questo modo 
i trapianti ricevevano solo luce diffusa (max. PPFD giornaliera da 10 a 40 µmol fotoni 
m-2 s-1 misurata alle 12.00 in una giornata serena, quando PPFD diretta fuori dalla 
chioma dell’albero era circa 1800 µmol fotoni m-2 s-1), minimizzando i possibili effetti 
negativi relazionati all’energia radiante in eccesso. Esperimenti precedenti 
mostravano che non ci sono differenze statisticamente significative tra talli 
indisturbati sempre attaccati alla corteccia e trapianti trattati come descritto sopra. Al 
termine del periodo di esposizione i campioni sono stati raccolti dai siti in assenza di 
precipitazioni: le reti sono state rimosse dai tronchi degli alberi e i campioni sono stati 
trasportati, secchi, in laboratorio. Quelli destinati alle analisi biochimiche sono stati 
immediatamente inseriti in un contenitore contenente silica gel e, dopo 24 ore, sono 
63 

stati posti in un freezer a -20 °C. I restanti campioni sono stati sottoposti a misura 
della fluorescenza della clorofilla a circa 12 ore dopo la raccolta (nel frattempo 
venivano conservati in laboratorio secchi e al buio) e quindi posti in acclimatazione in 
camere umide (UR~100%), in condizioni controllate di intensità luminosa e 
temperatura (PAR 19±2 µmol fotoni m-2 s-1, 20±1°C), per 48 ore, immergendo 2 volte 
al giorno i talli per 3 minuti in H2O distillata. Prima delle misurazioni di fluorescenza 
i campioni sono stati pesati, ne è stato misurato lo stato di idratazione mediante un 
igrometro Protimeter mini-3 (Parametrics, Shannon, Ireland), quindi sono stati 
reidratati mediante immersione per 3 minuti in H2O distillata e adattati al buio per 30 
minuti al fine di permettere la totale ossidazione dei centri di reazione dei fotosistemi 
(vedi par. 7.9). Una volta terminate le misure i campioni sono stati posti in essiccatore 
con silica gel per alcuni giorni, infine sono stati pesati con e senza le reti e posti in 
stufa a 70 °C per 24 ore. I campioni, dopo essere stati nuovamente pesati, per il 
calcolo del contenuto idrico relativo (“relative water content”, RWC) sono stati quindi 
congelati. 
 
7.4.3 Condizioni meteoclimatiche e inquinanti 
 
Nei siti urbani, il monitoraggio degli inquinanti è stato effettuato dai sistemi di 
rilevamento delle centraline di ARPA FVG (Azienda Regionale per la Protezione 
dell’Ambiente del Friuli Venezia Giulia) di tabella 1 e Fig. 10. Ogni centralina è 
dotata, oltre agli strumenti necessari per misurare le concentrazioni degli inquinanti, 
di un computer e di un modem per l’acquisizione e l’invio dei dati al Centro di 
Gestione dell’ARPA. Analogamente, secondo le necessità, sono stati acquisiti i dati 
riguardanti i principali parametri meteorologici rilevati dalle centraline OSMER-
ARPA FVG situate a Trieste, Molo F.lli Bandiera e a Udine, via San Osvaldo. 
 
7.4.4. Dati microclimatici  
 
Le misure di umidità relativa (RH, %) e temperatura dell’aria (T, °C) nei siti 
sperimentali sono state registrate nei periodi di esposizione, utilizzando sensori con 
datalogger incorporato (EL-USB-2, Laskar Electronics Inc.). In ogni sito sono stati 
posizionati due sensori sul tronco dell’albero su cui erano esposti i trapianti, ad 
un’altezza di circa 3 metri, con esposizione a nord. La temperatura e l’umidità relativa 
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dell’aria sono state registrate ad intervalli di 30 minuti per tutto il periodo delle 
esposizioni.  
 
7.4.5 Esposizione campionatori passivi 
 
Nel corso delle esposizioni estive dei trapianti lichenici sono stati utilizzati 
campionatori passivi di O3, per conoscere la concentrazione locale dell’inquinante e 
fare un confronto con i dati forniti dalle centraline più vicine (si ricordi che non tutte 
le centraline misuravano anche le concentrazioni di O3). In ogni sito sono stati esposti 
3 campionatori passivi Radiello® per 7 giorni, attendendo i periodi più caldi delle 
estati 2014 (14 - 21 agosto) e 2015 (4-11 agosto). I campionatori passivi Radiello® 
sono provvisti di cartuccia adsorbente formata da un tubo in polietilene microporoso 
riempito di gel di silice rivestito di 4,4’-dipiridiletilene e chiuso, ad una estremità, da 
un tappo in PTFE. Durante l’esposizione, l’ozonolisi del 4,4’-dipiridiletilene in 
ambiente acido conduce a 4-piridilaldeide. La produzione di 4-piridilaldeide è 
specifica dell’ozono; non interferiscono né gli ossidi di azoto né i composti organici, 
incluse le aldeidi. Il silica gel assicura la costante presenza d’acqua, essenziale al 
completamento dell’ozonolisi. Al termine dell’esposizione la 4-piridilaldeide è stata 
condensata, in laboratorio, con 3-metil-2-benzotiazolinone idrazone (MBTH) per 
produrre la corrispondente azide, colorata in giallo. L’assorbanza della soluzione è 
stata letta allo spettrofotometro a 430 nm. La concentrazione di 4-piridilaldeide è stata 
ricavata tramite retta di calibrazione. Tenendo conto che 1 µg di 4-piridilaldeide = 
0,224 µg di ozono, la concentrazione media di ozono nell’arco dei 7 giorni di 
esposizione è stata ricavata dalla seguente formula: 
	 	
	

		
			 
Dove m è la massa di ozono in µg campionata da Radiello® e t il tempo di esposizione 
in minuti. Tre cartucce non esposte sono state utilizzate come bianco. 
 
7.4.6 Analisi delle fotografie emisferiche sottochioma 
  
Per ogni sito di studio sono state acquisite immagini fotografiche emisferiche della 
porzione di chioma sovrastante il trapianto (vedi Fig. 12), con macchina fotografica 
digitale Canon reflex EOS 350D, obbiettivo Sigma 15 mm f2.8 EX DG Fisheye. 
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Durante lo scatto l’obbiettivo della macchina fotografica è stato mantenuto parallelo 
al suolo, orientato verso l’alto ed appoggiato al tronco in corrispondenza del centro 
della subunità. 
 
Fig. 12 
Foto emissferica sotto chioma realizzata nel sito di Via Crispi, Udine. 
 
Tramite questa tecnica di fotografia emisferica e l’utilizzo del programma Gap Light 
Analyzer (GLA, Frazer et al., 1999) è stato possibile ottenere indirettamente misure di 
radiazione solare. Il programma esegue i calcoli separando i pixel nelle classi cielo e 
non-cielo e basandosi su parametri stazionali geografici (longitudine, latitudine, 
altitudine, esposizione e deviazione del nord magnetico da quello geografico, 
inclinazione del tronco), stagionalità di foliazione, e i seguenti parametri empirici 
calcolati per ogni mese dell’anno: 
a) Cloudiness index (Kt, indice di nuvolosità), che si calcola secondo la formula: 
0H
HKt =
 
Dove H è la radiazione globale al suolo, espressa in MJ/m2, fornita dal Servizio 
Agrometeorologico Regionale per la Sardegna (S.A.R.) per tutti i plot. H0 (Radiazione 
extraterrestre) è la radiazione solare che raggiunge la superficie dell’atmosfera ad una 
determinata latitudine, espressa in MJ/m2 e calcolata direttamente dal GLA una volta 
inserite le coordinate geografiche del plot. 
b) Beam fraction (Hb/H) è la frazione della luce solare globale che arriva al suolo in 
forma di radiazione solare diretta ed è in funzione della nuvolosità (Kt). Si calcola 
secondo la formula: 






−−=
2,4363,044Ktexp1/HHb
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c) Spectral fraction (Rp/Rs) è il rapporto tra l’energia solare di una parte limitata dello 
spettro elettromagnetico (Rp, in questo caso PAR – Photosynthetically active 
radiation) e l’intero spettro (Rs, lunghezze d’onda da 0,25 µm a 25 µm). 
Considerando che in condizioni di nuvolosità la quantità di radiazione solare che 
giunge al suolo diminuisce, la Spectral fraction può essere calcolata secondo la 
formula: 





 −
−−=
0,2190,499Ktexp1/RR sp
 
Dove Rp/Rs è il rapporto tra PAR totale globale e radiazione totale globale e Kt è la 
frazione della radiazione extraterrestre che raggiunge il suolo come radiazione 
globale. 
Le misure fornite dal programma e da noi utilizzate sono state le seguenti: 
- Trans Direct: è la quantità di radiazione solare diretta che passa attraverso la 
chioma; 
- Trans Diffuse: è la quantità di radiazione solare diffusa che passa attraverso la 
chioma; 
- Trans Total: somma della Trans Direct e Trans Diffuse. 
Tutte le misure di irradianza sono espresse in MJ m-2 d-1.  
 
7.4.7 Quantificazione della perdita di potassio (K+) 
 
La quantità di K+ rilasciato dai licheni è un indicatore dell’integrità di membrana, in 
quanto lo ione K+, viene rilasciato dalla cellula in caso di rottura della membrana 
plasmatica. I campioni lichenici, rimossi dal supporto in plastica al termine 
dell’esposizione, sono stati sottoposti a bagnetti di 5 minuti per eliminare eventuali 
contaminanti superficiali. I lobi sono poi stati immersi in 25 mL di H2O distillata per 
60 minuti in blanda agitazione. L'acqua di lavaggio è stata analizzata tramite ICP-
AES (Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry), utilizzando uno 
strumento ad interfaccia ottica al plasma Spectroflame Modula E (OPI - by 
SPECTRO, Germany). I campioni di acqua sono stati analizzati contro una curva di 
calibrazione ottenuta tramite diluizioni sequenziali (intervallo: 0-10 mg/l) di una 
soluzione standard di K+ “Spectrascan® Potassium standard solution for ICP-AES 
analyses” (by Teknolab A/S, Norway). Il limite di rilevamento (LOD) alla lunghezza 
d’onda di 766 è 0,020 mg/l.   
67 

7.4.8 Determinazione contenuto di MDA 
 
I campioni, precedentemente stoccati a -20 °C sono stati lasciati scongelare 24 ore in 
silica gel e successivamente macinati in N2 liquido e sottoposti a liofilizzazione. 
Aliquote di 200 mg sono state, quindi, sottoposte ad omogeneizzazione in 1,5 ml di 
TCA 0,1% e successiva centrifugazione di 20 minuti a 15 000 x g. A 500 µl di 
surnatante è stato aggiunto 1 ml di TBA 0,5% in TCA 20%. La miscela è stata 
incubata in bagno a 95 ° C per 30 minuti ed immediatamente trasferita in ghiaccio per 
bloccare la reazione. Dopo centrifugazione di 10 minuti a 15000 x g sono state 
effettuate le misure di assorbanza allo spettrofotometro a 532nm e 600 nm (correzione 
per assorbimento non specifico). L’ammontare di MDA è stato calcolato utilizzando il 
coefficiente di estinzione molare di 155 mM-1 cm-1. 
 
7.4.9 Determinazione del contenuto in pigmenti fotosintetici 
 
Ad ogni aliquota di campione liofilizzato (30 mg) sono stati aggiunti 30 mg di 
CaCO3. I campioni, congelati in N2 liquido, sono stati polverizzati mediante mulino a 
biglie (TissueLyser II, Qiagen) per 3 minuti a 30 Hz e successivamente sottoposti a 
due cicli di estrazione in 500 µl di dimetilformammide (DMF) contenete 0,5 % N-
etildiisopropilammina (DIPEA) in agitazione, mediante TissueLyser per 3 minuti a 30 
Hz. Il surnatante ottenuto dopo centrifugazione (20 minuti a 26000 x g a 4 °C), è stato 
recuperato in eppendorf ambrate e centrifugato nuovamente per rimuovere eventuali 
particelle sospese. Per ogni campione è stata ottenuta un’aliquota di 500 µl da 
analizzare. La determinazione dei pigmenti è stata effettuata mediante un sistema 
HPLC (Agilent 1100 Series) con colonna LiChrosphere 100 - RP-18 (dimensione 
particelle 5 µm, 4 mm diametro interno × 125 mm di lunghezza) provvista di 
precolonna di guardia LiChrosphere RP-18 e programma di eluizione a gradiente, con 
fase mobile consistente in due solventi: acetonitrile/metanolo 74/6 v/v (solvente A) e 
metanolo/esano 5/1 v/v (solvente B): 9 minuti in 100% di solvente A (eluizione di 
xantofille e luteina); 2.5 minuti in gradiente da 100% di solvente A a 100% di 
solvente B; 9 minuti in 100% di solvente B (eluizione di clorofille a e b e β-carotene). 
Velocità di flusso, 1 ml/min; temperatura della colonna, 15 °C; volume di iniezione 
15 µl. 
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7.4.10 Fluorescenza della clorofilla a 
 
Una delle vie di dissipazione dell’energia luminosa che raggiunge i fotosistemi (PSII 
e PSI) (vedi Fig. 13) è l’emissione di fluorescenza nell’infrarosso vicino da parte delle 
molecole di clorofilla a.  
  
Fig. 13 
Schema dell’assorbimento della luce da parte di un complesso fotosintetico 
 
Considerando che le altre vie di dissipazione dell’energia sono l’emissione di calore e, 
naturalmente, l’attività fotochimica, tramite l’analisi della fluorescenza della clorofilla 
a è,  possibile ottenere informazioni indirette sull’efficienza degli apparati 
fotosintetici e, di conseguenza, valutare lo stato fisiologico dei campioni esaminati 
(Lichtenthaler e Rinderle, 1988). Si tratta, per altro, di tecniche semplici da attuare, 
non invasive e veloci, eseguibili in vivo. Esse sono basate sull’analisi della 
fluorescenza attiva, cioè indotta dall’esposizione di un campione a luce artificiale di 
intensità e composizione note. I campioni vengono adattati al buio per garantire la 
completa ossidazione dei centri di reazione che si dicono, quindi “aperti”. A questo 
punto si misura la fluorescenza basale (F0) che indica la perdita di energia durante il 
trasferimento fra l’antenna ed il centro di reazione del PSII (Baker e Rosenquist, 
2004). Con l’induzione di un impulso di luce saturante si registra la fluorescenza 
massima (Fm), dopodiché la fluorescenza decresce lentamente fino a raggiungere, in 
alcuni minuti, un livello stabile. Questo andamento è denominato “effetto Kautsky” 
(Kautsky e Hirsch, 1931, Govindjee, 1995). Fm viene raggiunta in meno di 1 s e indica 
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la riduzione del pool dei plastochinoni (“chiusura” dei centri di reazione). La 
successiva fase discendente è associata alle reazioni enzimatiche necessarie alla 
sintesi di ATP, NADPH e la riduzione della CO2 nella fase oscura che avviene nello 
stroma. Infine, il livello stabile esprime l’equilibrio fra l’assorbimento dell’energia 
luminosa e l’organicazione del carbonio (Schreiber et al., 1994). 
Per le misure dell’emissione di fluorescenza della clorofilla a è stato utilizzato un 
fluorimetro a luce modulata Mini-PAM (Walz, Effeltrich, Germany), posizionando la 
fibra ottica (lunghezza: 100 cm; diametro attivo: 5.5 mm) a 60° sulla superficie 
superiore del lobo. L’analisi è stata condotta su porzioni terminali del lobo perché 
queste hanno un’emissione di fluorescenza considerevolmente superiore rispetto alle 
parti centrali (Tretiach et al. 2007). I valori di F0 sono stati ottenuti mediante 
illuminazione con luce rossa modulata pulsante (λ=650 nm), avente un’intensità 
sufficientemente bassa da non provocare l’innesco dell’attività fotosintetica. Poi è 
stato emesso un impulso luminoso saturante di ca. 8000 µmol fotoni m-2 s-1 per 0,8 s 
per ottenere Fm, e quindi calcolare Fv (fluorescenza variabile, cioè Fm−F0) e Fv/Fm 
(massima efficienza quantica del PSII) (Genty et al. 1989). Una luce attinica esterna 
FL-460 (Walz, Effeltrich, D) è stata quindi accesa a 112 µmol photons m2 s-1 
(corrispondente al valore di PPFDIk di F. caperata, vedi Piccotto e Tretiach, 2010) e, 
una volta raggiunto il picco di fluorescenza Fp sono stati applicati, ad intervalli di 60 
secondi, impulsi di luce saturante fino al raggiungimento dello stato stazionario, per 
poter stimare parametri quali l’NPQ e qN (estinzione non fotochimica della 
fluorescenza) e qp (estinzione non fotochimica della fluorescenza) (Baker, 2008; 
Roháček, 2002). 
 
 
7.5 Elaborazione statistica dei dati 
I dati sono stati analizzati, elaborati e archiviati mediante il programma Microsoft® Office 
Excel 2007; per l’analisi statistica sono stati utilizzati i software: NCSS 2004 e GraphPad 
Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc. USA), R version 2.15.1 (R Foundation for 
Statistical Computing), STATISTICA© 6.0 (Statsoft Italia s.r.l.).  
70 

8. RISULTATI 
 
8.1 Aspetti Metodologici 
 
8.1.1 Lavaggi in acetone 
I campioni lichenici sottoposti a lavaggi in acetone sequenziali mostrano livelli di 
MDA significativamente più elevati rispetto al materiale di controllo (+18%, Fig. 14-
A). Il danneggiamento delle membrane sembra essere a lungo termine, come 
confermato dagli elevati valori dell’indice di perossidazione lipidica registrati dopo 
due giorni di riadattamento (+27%). Tale risultato è in linea con quanto osservato 
nelle misure di rilascio di K+ i cui livelli sono significativamente maggiori nel 
materiale lichenico trattato con acetone e successivamente sottoposto a riadattamento 
(+309% e +292%, rispettivamente) rispetto ai controlli (Fig. 14-B). Per quanto 
concerne il contenuto totale di clorofilla (il parametro usato da molti autori per 
circostanziare un presunto “non effetto” dei lavaggi stessi), l’analisi statistica condotta 
(analisi della varianza ad una via seguita da test di Krsuskal-Wallis, fattore 
trattamento) non evidenzia differenze statisticamente significative (Fig. 14-C). 
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Fig. 14 
Concentrazione di MDA (A), ioni K+ rilasciati dalle cellule (B) e contenuto totale di clorofille in talli 
lichenici non trattati (control); sottoposti a lavaggi sequenziali in acetone (acetone); sottoposti ad un 
riadattamento di 48 ore dopo i lavaggi in acetone (recovery); n=7. I dati sono stati sottoposti ad 
analisi della varianza ad una via seguita da test di Kruskal-Wallis, a lettere diverse corrispondono 
differenze statisticamente significative, ns= non significativo. 
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8.1.2 Esposizioni a differenti umidità relative 
I valori di massima efficienza fotosintetica (Fig. 15-A) si attestano intorno ad una 
mediana di 0,674 nel materiale di controllo e non mostrano differenze significative nei 
talli lichenici sottoposti a livelli di UR pari a 91, 95 e 100%. Tuttavia, UR inferiori 
uguali o inferiori a 83% determinano una marcata riduzione del rapporto Fv/Fm 
rispetto ai controlli (-95, -93, -92 e –87%, rispettivamente a UR 5, 76, 80 e 83%). Per 
quanto concerne la quantificazione di MDA, dall’analisi statistica condotta (analisi 
della varianza ad una via seguita da test di Krsuskal-Wallis, fattore umidità) non si 
registrano differenze statisticamente significative (Fig. 15-B). 
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Fig. 15 
Efficienza fotosintetica massima del fotosistema II (A) e livelli di MDA (B) nei talli lichenici sottoposti 
ad esposizione di una settimana (in condizioni controllate di temperatura, luce e fotoperiodo) ad 
umidità relative differenti (5, 76, 80, 83, 91, 95 e 100%); n=6. I dati sono stati sottoposti ad analisi 
della varianza ad una via seguita da test di Kruskal-Wallis, a lettere diverse corrispondono differenze 
statisticamente significative, ns= non significativo. 
 
 
8.2 Esposizione trapianti lichenici 
8.2.1 Dati meteorologici 
I principali parametri climatici misurati durante i 3 cicli espositivi (inverno 2014, 
estate 2014 ed estate 2015) sono riportati in figura x. Durante l’inverno 2014 e l’estate 
2014, nelle due città campione (Trieste e Udine) le precipitazioni sono state intense ed 
uniformi, mentre nella stagione estiva 2015 sono state molto meno frequenti. 
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Nell’inverno 2014, la temperatura si attestava tra il valore minimo medio mensile di 9 
°C e quello massimo medio mensile di 14 °C a Trieste, tra 4 °C e 14 °C a Udine. 
Nell’estate 2014, tali valori risultavano di 20 °C e 26 °C a Trieste e 16 °C e 27 °C a 
Udine. Infine, nell’estate 2015 il valore minimo medio di temperatura a Trieste era di 
22 °C e quello massimo medio di 29 °C, mentre a Udine, rispettivamente di 18 °C e 
30 °C (Fig. 16), attestando quindi differenze ridotte tra le due città, per quanto ad 
Udine si sia osservato un intervallo di variazione maggiore, per la lontananza dal 
mare, che non può quindi esplicare una funzione di stabilizzazione delle temperature. 
I venti sono decisamente più intensi a Trieste, con una velocità media oraria di 13, 12 
e 14 km h-1 rispettivamente nei periodi inverno 2014, estate 2014 ed estate 2015, 
contro i 7, 6 e 8 km h-1 di Udine (Fig. 17). Per quanto concerne la direzione, è 
possibile osservare come nella città di Trieste, i venti siano spirati preferenzialmente 
da est-nord-est (indipendentemente dalla stagione e dall’anno). Ad Udine, la direzione 
dei venti principali è stata quella di nord-est (indipendentemente dalla stagione e 
dall’anno). 
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Fig. 16
Temperature massime (linee tratteggiate), medie (linee puntate) e minime (linee continue), mm di 
pioggia giornalieri (barre) registrati dalla centralina di riferimento delle città di Trieste e Udine nelle 
tre successive stagioni espositive prese in esame (inverno 2014, estate 2014, estate 2015). 
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Fig. 17 
In alto: velocità media del vento registrata dalla centralina di riferimento delle città di Trieste e Udine 
nelle tre successive stagioni espositive prese in esame (inverno-estate 2014, estate 2015). In basso: 
rosa dei venti delle città di Udine e Trieste nei periodi di esposizione presi in esame. 
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8.2.2 Inquinanti atmosferici 
In tabella 2 è riportata la concentrazione dei principali inquinanti gassosi registrata 
dalle centraline di rilevamento di ARPA FVG che si trovano in corrispondenza dei siti 
di esposizione (in due casi, A5 e B3, le centraline sono risultate spente nei periodi 
espositivi). I valori medi degli ossidi di azoto (NO2, NO e NOx), hanno raggiunto 
livelli prevalentemente più alti nei siti di Udine durante l’esposizione invernale [range 
(in µg m-3): 17-34, per NO2, 4-12 per NO e 24-53 per NOx], e nei siti di Trieste 
durante le esposizioni estive [range (in µg m-3): 10-28 per NO2, 2-7 per NO e 13-39 
per NOx]. Analogo trend è stato osservato per i livelli medi di PM10 che risultano 
maggiori nella stagione invernale nella città di Udine (range: 24-36 µg m-3) e nelle 
stagioni estive in quella di Trieste (range: 9-27 µg m-3).  
I livelli di O3 (misurati nei singoli siti di esposizione per mezzo di campionatori 
passivi) mostrano un’interessante differenza tra le due stagioni estive (2014 e 2015), 
in accordo con i dati meteoclimatici che per il 2015 riportano temperature più alte e 
precipitazioni meno frequenti, condizioni ottimali per la formazione di ozono. Si 
riscontrano andamenti congruenti tra i livelli di O3 rilevati dalle centraline e quelli 
quantificati a mezzo dei campionatori passivi (Figura 18). 
I valori di SO2, l’inquinante mico- e fitotossico più pericoloso (Seaward, 1993; 
Atkinson et al., 1988) erano sempre considerevolmente al di sotto del livello critico 
per la protezione della vegetazione (20 µg m-3, stabilito da D. Lgs. n. 155 
del13/8/2010) indipendentemente dalla città presa in esame, la stagione e l’anno. 
Tabella 2 
Concentrazioni dei principali inquinanti atmosferici rilevati dalla rete di centraline ARPA delle due 
città campione Trieste e Udine (NO2, NO, NOx,PM10, O3, SO2). I valori riportati corrispondono alla 
media generale del periodo di esposizione ± deviazione standard. Sono riportate: la localizzazione 
della centralina (monitoring station) e la sigla del corrispondente sito di esposizione più vicino (site). 
Trieste: A1=Muggia, A2=Via di Giarizzole, A3=Via Pitacco, A4=Via Svevo, A5=Giardino Basevi. 
Udine: B1=San Giovanni al Natisone, B2=Via Pozzuolo, B3=Via Crispi, B4=Piazza I maggio, 
B5=Via Ampezzo. I dati sono espressi in µg m-3. 
NO2 
Monitoring station site Total average of daily mean values Total average of maximum daily values 
  Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 Winter 2014 Summer 2014 Summer 2015 
Muggia (T) A1 9,14±4,582 14,90±3,023 14,51±3,412 41,62±16,364 30,71±9,864 30,77±9,423 
Monte S.Pantaleone (T) A2 10,69±7,722 10,21±4,801 13,54±7,341 42,42±27,906 24,78±13,050 32,49±17,164 
Via Pitacco (T) A3 16,33±10,559 20,63±5,416 14,57±6,165 72,99±38,785 44,19±13,623 33,12±14,944 
Via Svevo (T) A4 13,66±8,147 28,35±8,548 27,79±10,450 57,15±22,064 62,75±19,162 58,20±24,214 
San Giovanni (U) B1 17,37±6,052 6,70±2,838 5,45±1,717 49,35±22,260 16,44±8,010 13,36±4,252 
Via S.Osvaldo (U) B2 18,62±7,293 12,00±4,475 6,09±2,822 44,93±18,093 23,33±9,433 17,29±7,188 
Via Cairoli (U) B4 30,02±8,063 6,51±4,538 8,50±2,733 66,98±19,941 17,75±13,501 19,54±6,688 
Via S.Daniele (U) B5 34,41±10,130 13,58±6,525 15,49±5,603 80,70±24,605 33,71±15,791 31,78±11,062 
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NO 
Monitoring station site Total average of daily mean values Total average of maximum daily values 
  Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 
Muggia (T) A1 2,61±1,972 1,98±0,602 1,51±0,415 10,13±7,541 6,74±3,927 5,45±3,451 
Monte S.Pantaleone (T) A2 3,80±5,684 1,64±0,862 2,41±0,687 14,76±21,165 4,16±4,786 6,50±4,615 
Via Pitacco (T) A3 8,98±6,513 3,09±1,605 1,59±0,534 33,35±22,842 13,93±10,265 4,88±3,361 
Via Svevo (T) A4 16,75±12,964 6,65±3,753 5,10±2,393 61,14±49,577 27,99±23,590 19,67±13,420 
San Giovanni (U) B1 4,46±4,221 2,52±1,777 4,56±0,585 24,46±26,758 5,56±5,551 5,77±1,008 
Via S.Osvaldo (U) B2 4,21±4,313 0,76±0,614 0,15±0,175 22,20±23,759 3,51±3,793 0,95±0,726 
Via Cairoli (U) B4 4,95±4,140 1,32±0,941 1,12±0,230 26,83±23,481 3,69±3,534 2,50±1,262 
Via S.Daniele (U) B5 11,81±6,418 4,50±2,954 4,74±3,677 46,48±29,147 14,27±17,478 9,77±7,100 
 
NOx 
Monitoring station site Total average of daily mean values Total average of maximum daily values 
  Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 
Muggia (T) A1 12,60±6,677 18,16±3,796 16,42±3,803 55,65±23,403 38,93±13,722 36,14±11,020 
Monte S.Pantaleone (T) A2 15,46±12,496 12,74±5,320 17,25±8,073 62,89±49,993 30,03±18,145 41,59±22,973 
Via Pitacco (T) A3 28,50±16,361 25,84±7,401 17,01±6,805 120,95±62,159 63,38±26,449 38,97±18,570 
Via Svevo (T) A4 37,60±25,227 39,25±13,138 35,86±12,770 147,46±90,696 104,58±52,612 85,96±40,578 
San Giovanni (U) B1 24,21±9,819 10,57±4,690 12,45±1,667 84,22±52,095 23,60±13,923 21,23±4,574 
Via S.Osvaldo (U) B2 25,09±12,368 13,17±5,274 6,33±2,852 75,74±47,820 26,69±13,319 18,01±7,093 
Via Cairoli (U) B4 38,37±12,976 9,00±5,954 10,77±2,774 105,08±47,748 22,55±13,501 23,15±7,408 
Via S.Daniele (U) B5 52,51±17,755 20,48±10,717 22,76±7,952 147,13±60,922 52,80±40,430 44,89±17,922 
 
PM10 
Monitoring station site Total average of daily mean values Total average of maximum daily values 
  Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 
Muggia (T) A1 12,60±7,035 8,57±4,187 19,21±12,186 57,16±33,563 21,45±15,254 50,68±33,648 
Via Pitacco (T) A3 14,11±6,862 13,77±5,995 24,36±12,176 56,59±28,381 33,04±12,993 62,21±29,992 
Via Svevo (T) A4 9,30±3,753 13,28±7,976 27,34±11,831 43,86±17,404 29,83±16,556 74,38±48,033 
San Giovanni (U) B1 36,35±19,929 11,45±4,864 15,66±7,245 70,63±31,784 27,70±12,470 33,69±12,102 
Via S.Osvaldo (U) B2 24,08±17,645 9,73±4,511 15,95±7,775 48,93±21,747 24,95±9,603 40,67±21,767 
Via Cairoli (U) B4 29,23±17,422 14,62±4,832 19,26±8,017 29,23±17,456 14,62±4,832 19,26±8,017 
Via S.Daniele (U) B5 30,90±19,820 12,81±4,565 19,85±8,602 56,16±25,474 23,45±7,395 36,07±12,020 
 
O3 
Monitoring station site Total average of daily mean values Total average of maximum daily values 
  Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 Winter 2014  Summer 2014 Summer 2015 
Monte S.Pantaleone (T) A2 13,21±7,078 74,73±13,505 102,23±16,245 74,57±29,877 99,70±18,196 128,91±22,478 
San Giovanni (U) B1 53,64±19,273 70,41±16,968 99,93±16,824 86,13±28,568 105,84±22,615 141,13±29,709 
Via S.Osvaldo (U) B2 50,80±17,574 64,43±17,826 92,75±16,782 91,63±25,860 102,26±23,925 136,50±30,707 
Via Cairoli (U) B4 47,62±16,658 63,63±20,012 91,32±18,495 84,51±23,613 98,26±27,678 130,30±29,809 
 
SO2 
Monitoring station site Total average of daily mean values Total average of maximum daily values 
  Winter 2014  Summer 2014  Winter 2014  Summer 2014  
Muggia (T) A1 0,54±0,542 2,75±0,656 5,31±8,024 3,40±2,123 3,62±1,013 13,24±22,789 
Via Svevo (T) A4 1,55±1,382 2,05±1,112 5,82±3,852 6,57±5,289 4,90±6,431 17,32±9,987 
Via Pitacco (T) A3 1,82±1,704 0,75±1,048 3,33±2,971 7,51±6,507 4,24±8,301 13,30±13,410 
Monte S.Pantaleone (T) A2 3,90±2,566 2,83±1,407 4,86±4,579 13,54±8,723 5,39±2,075 10,52±10,833 
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Fig. 18 
Concentrazione di O3 misurata mediante campionatori passivi Radiello® esposti in numero di 
3 in ciascun sito espositivo (estate 2014 e 2015). 
 
8.2.3 Luce  
L’irradianza globale risulta decisamente uniforme nelle due città (Udine e Trieste) con 
evidenti differenze stagionali. In particolare, l’estate 2015 mostra livelli d’intensità 
maggiori di irradianza globale superiori rispetto alla stagione dell’anno precedente 
2014 (Fig. 19), in buon accordo con le diverse condizioni meteorologiche che hanno 
caratterizzato i due periodi.  
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Udine Winter 2014
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Fig. 19 
Valori di irradianza globale registrate nelle città di Trieste e Udine nei periodi di esposizione (inverno 
2014, estate 2014 ed estate 2015).  
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Le misure di luce diretta e diffusa effettuate per mezzo di foto Fisheye nei siti di 
studio sono riportate in Fig. 20. La luce che raggiungeva i trapianti lichenici 
posizionati sui tronchi degli alberi di tiglio mostra ovviamente delle variazioni tra 
l’inverno e l’estate. Questo è dovuto alla presenza, nel periodo estivo, delle foglie 
nella chioma degli alberi che hanno ridotto la quantità di luce incidente sui trapianti. 
Le differenze tra i siti rispecchiano la complessiva copertura dello spazio aereo 
circostante. Nei periodi estivi, il regime luminoso sottochioma mostra la notevole 
uniformità tra siti triestini e udinesi nel 2014 ma non nel 2015 (quindi quando 
l’irraggiamento fuori chioma era più intenso). Ancora, nell’estate 2015 si è registrata 
una omogeneità tra i siti triestini, mentre quelli udinesi sono risultati un po’ più 
eterogenei, una situazione che si dovrà tenere in debito conto nell’esame dei risultati 
dei parametri di emissione di fluorescenza. 
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Fig. 20 
Radiazione solare sotto chioma (diretta + diffusa), dati per singolo sito (A), 
e per città di esposizione (B) 
 
8.2.4 Misure ecofisiologiche 
Dal confronto dei dati post-esposizione relativi ai 3 periodi (inverno 2014, estate 2014 
ed estate 2015), è possibile notare come il rapporto Fv/Fm mostri differenze 
significative (test U di Mann-Whitney) in 7, 6 e 8 siti (su un totale di 10), 
rispettivamente per le coppie (i) inverno 2014 / estate 2014, (ii) inverno 2014 / estate 
2015 e (iii) estate 2014 / estate 2015 (tabella x). In particolare, i siti A3, A5 e B1 
presentano differenze statisticamente significative nei livelli di Fv/Fm tra tutti i periodi 
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espositivi (indipendentemente dalla stagione o dall’anno). L’efficienza fotochimica 
massima del PSII dei trapianti lichenici subisce una forte riduzione nella stagione 
invernale (indipendentemente dalla città presa in esame) con valori mediani di Fv/Fm 
che si attestano tra 0,432 e 0,630, così come subisce una riduzione solo poco meno 
accentuata nell’estate 2015 (con valori mediani che si attestano tra 0,438 e 0,658). 
L’efficienza fotochimica risulta invece più alta dopo l’esposizione dell’estate 2014 
(con valori mediani che si attestano tra 0,574 e 0,710). 
Quando i licheni vengono tenuti in condizioni ottimali standardizzate per 48 ore, si 
assiste a un sostanziale e pressoché totale recupero del rapporto Fv/Fm, 
indipendentemente dalla stagione di riferimento. Inoltre solo rispettivamente in 2 e 4 
siti (confronto tra inverno 2014 / estate 2014 ed inverno 2014 / estate 2015) si 
osservano differenze significative tra periodi espositivi diversi.  
Tabella 3 
Valori di P ottenuti mediante test U di Mann-Whitney dal confronto tra i singoli periodi espostivi dei 
livelli di Fv/Fm. 
 
  post-exp recovery    post-exp Recovery 
Muggia (A1) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
San. Giovanni 
(B1) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,0005828   
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,01107    Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,0005828 0,03481 
Est. 2014 vs. Est. 2015      Est. 2014 vs. Est. 2015 0,001166   
Via di Giarizzole 
(A2) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,002141   
Via Pozzuolo 
(B2) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,002141 0,01475 
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,002141    Inv. 2014 vs. Est. 2015   0,02131 
Est. 2014 vs. Est. 2015      Est. 2014 vs. Est. 2015 0,002141   
Via Pitacco (A3) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,0005828   
Via Crispi (B3) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,01748 0,008734  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,002141   
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,006993    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,0005828   
Via Svevo (A4) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,01508   
Piazza I maggio 
(B4) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,0005828   
Inv. 2014 vs. Est. 2015      Inv. 2014 vs. Est. 2015     
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,002141    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,0005828   
Giardino Basevi 
(A5) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,0005828 0,0293 
Via Ampezzo 
(B5) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,0005828   
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,04069 0,04047  Inv. 2014 vs. Est. 2015     
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,01052    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,002331   
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Fig. 21 
Valori di Fv/Fm misurati in laboratorio prima (pre-exp) e dopo (post-exp) l’esposizione, e dopo 48 ore di mantenimento in condizioni ottimali controllate (recovery) sui talli di F. 
caperata nelle tre campagne espositive (inverno 2014, estate 2014 ed estate 2015). I box plot indicano mediana (linea centrale) e quartili (bordi inferiore e superiore), i baffi 
l’intervallo tra il 10° e il 90° percentile, n=7.  
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I valori di quenching non fotochimico (NPQ) mostrano differenze significative in 2, 
10 e 9 siti (su un totale di 10), per le coppie (i) inverno 2014 / estate 2014, (ii) inverno 
2014 / estate 2015 e (iii) estate 2014 / estate 2015 (tabella x). In particolare, i siti A1 e 
B1 presentano differenze statisticamente significative nei valori di NPQ tra tutti i 
periodi espositivi (indipendentemente dalla stagione o dall’anno). Il quenching non 
fotochimico misurato nei trapianti lichenici subisce la maggiore riduzione nella 
stagione estiva 2015 con valori mediani che si attestano tra 0,049 e 0,236, contro 
0,565 del controllo. Quando i licheni vengono tenuti in condizioni ottimali 
standardizzate per 48 ore, si assiste a un sostanziale e pressoché totale recupero del 
valore di NPQ, indipendentemente dalla stagione di riferimento; in particolare, nel 
periodo espositivo inverno 2014 il valori di NPQ dopo tale periodo sono in alcuni casi 
(B1) superiori rispetto a quanto registrato prima dell’esposizione; inoltre solo, 
rispettivamente, in 2 e 5 siti (confronto tra inverno-estate 2014 ed inverno 2014-estate 
2015) si osservano differenze significative tra periodi espositivi diversi. Anche in 
questo caso, non si registrano differenze statisticamente significative nei livelli di 
NPQ misurati durante l’estate 2014 e 2015. Si noti che, rispetto ai valori di Fv/Fm, 
quelli di NPQ mostrano una variabilità notevolmente maggiore.  
Tabella 4 
Valori di P da test U di Mann-Whitney dal confronto tra singoli periodi espostivi dei livelli di NPQ. 
  post-exp recovery    post-exp recovery 
Muggia (A1) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,02424 0,02424 
San. Giovanni 
(B1) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,03788   
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,0005828    Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,004079   
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,02424    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,01748   
Via di Giarizzole 
(A2) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014   0,008734 
Via Pozzuolo 
(B2) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,01748 0,004079  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,01262 0,006993 
Est. 2014 vs. Est. 2015      Est. 2014 vs. Est. 2015 0,02622   
Via Pitacco (A3) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Via Crispi (B3) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,004079 0,0005828  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,001166   
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,006993    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,004079   
Via Svevo (A4) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Piazza I maggio 
(B3) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,02131 0,03788  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,001166   
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,007226    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,005956   
Giardino Basevi 
(A5) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Via Ampezzo 
(B4) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,001166 0,03788  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,004079   
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,01107    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,002331   
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Fig. 22 
Valori di NPQ misurati in laboratorio prima (pre-exp) e dopo (post-exp) l’esposizione, e dopo 48 ore di mantenimento in condizioni ottimali controllate (recovery) sui talli di F. 
caperata nelle tre campagne espositive (inverno 2014, estate 2014 ed estate 2015). I box plot indicano mediana (linea centrale) e quartili (bordi inferiore e superiore), i baffi 
l’intervallo tra il 10° e il 90° percentile, n=7.  
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I valori di quenching fotochimico (qP) mostrano differenze significative in 7 siti e 
soltanto in 1 sito (su un totale di 10), quando il confronto riguarda le coppie di serie di 
dati relative a (i) inverno 2014 / estate 2014, (ii) inverno 2014 / estate 2015. Non si 
registrano, invece, differenze significative nel confronto estate 2014 / estate 2015 
(tabella 5). Dal punto di vista dei livelli di qP misurati, non è possibile individuare 
aumenti o decrementi rispetto alla pre-esposizione nei vari siti presi in esame, 
indipendentemente dalla stagione e dall’anno. 
Dopo il trattamento di recupero, si osservano differenze significative nei valori di qP 
in 4, 2 e 1 siti (confronto tra inverno-estate 2014, inverno 2014-estate 2014 e inverno 
2014-estate 2015, rispettivamente).  
E’ interessante notare che sia dopo il trattamento, sia dopo il periodo in condizioni 
ottimali standardizzate per 48 ore, si osserva un leggero incremento dei valori 
nell’esposizione invernale e un decremento nelle due esposizioni estive. 
 
Tabella 5 
Valori di P ottenuti mediante test U di Mann-Whitney dal confronto tra singoli periodi espostivi dei 
livelli di qP. 
  post-exp recovery    post-exp recovery 
Muggia (A1) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,02424   
San. Giovanni 
(B1) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Inv. 2014 vs. Est. 2015      Inv. 2014 vs. Est. 2015     
Est. 2014 vs. Est. 2015      Est. 2014 vs. Est. 2015     
Via di Giarizzole 
(A2) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Via Pozzuolo 
(B2) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,002331 0,02966 
Inv. 2014 vs. Est. 2015      Inv. 2014 vs. Est. 2015     
Est. 2014 vs. Est. 2015      Est. 2014 vs. Est. 2015     
Via Pitacco (A3) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     
Via Crispi (B3) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,03788   
Inv. 2014 vs. Est. 2015      Inv. 2014 vs. Est. 2015     
Est. 2014 vs. Est. 2015      Est. 2014 vs. Est. 2015     
Via Svevo (A4) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,02622   
Piazza I maggio 
(B3) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,002141 0,001166 
Inv. 2014 vs. Est. 2015      Inv. 2014 vs. Est. 2015   0,006993 
Est. 2014 vs. Est. 2015   0,03788  Est. 2014 vs. Est. 2015     
Giardino Basevi 
(A5) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,004079 0,006993 
Via Ampezzo 
(B4) 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,0005828 0,001166 
Inv. 2014 vs. Est. 2015      Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,0005828 0,002331 
Est. 2014 vs. Est. 2015    Est. 2014 vs. Est. 2015     
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Fig. 23 
Valori di qP misurati in laboratorio prima (pre-exp) e dopo (post-exp) l’esposizione, e dopo 48 ore di mantenimento in condizioni ottimali controllate (recovery) sui talli di F. 
caperata nelle tre campagne espositive (inverno 2014, estate 2014 ed estate 2015). I box plot indicano mediana (linea centrale) e quartili (bordi inferiore e superiore), i baffi 
l’intervallo tra il 10° e il 90° percentile, n=7.  
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8.2.5 Misure biochimiche 
Dopo l’esposizione, i livelli di MDA mostrano differenze statisticamente significative rispetto 
ai valori pre-esposizioni in 4, 5 e 3 siti (su un totale di 10) rispettivamente nelle esposizioni 
invernale ed estiva del 2014 e in quella estiva del 2015. Mentre dal confronto tra i 3 periodi 
espositivi, si riscontrano differenze significative in 6, 7 e 7 siti per le coppie (i) inverno 2014 / 
estate 2014, (ii) inverno 2014 / estate 2015 e (iii) estate 2014 / estate 2015 (tabella x). In 
particolare, i siti A2 e B3 presentano concentrazioni molto elevate di MDA durante il periodo 
invernale, con valori mediani che si attestano tra 16,5 e 14,3 nmol g-1 DW, rispettivamente 
(figura). 
Tabella 6 
Valori di P ottenuti mediante test U di Mann-Whitney dal confronto tra singoli periodi espostivi e le rispettive 
pre-esposizioni e le differenti stagioni delle concentrazioni di malondialdeide (MDA). 
Muggia (A1) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,01911  
San Giovanni 
(B1) 
Pre. vs. Inv. 2014   
Pre. vs. Est. 2014    Pre. vs. Est. 2014   
Pre. vs. Est. 2015    Pre. vs. Est. 2015   
Inv. 2014 vs. Est. 2014    Inv. 2014 vs. Est. 2014   
Inv. 2014 vs. Est. 2015    Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,026 
Est. 2014 vs. Est. 2015    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,008795 
Via di 
Giarizzole 
(A2) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,0003462  
Via Pozzuolo 
(B2) 
Pre. vs. Inv. 2014   
Pre. vs. Est. 2014    Pre. vs. Est. 2014 0,002367 
Pre. vs. Est. 2015    Pre. vs. Est. 2015 0,007583 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,0006773  Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,006377 
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,0005186  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,009349 
Est. 2014 vs. Est. 2015    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,0003016 
Via Pitacco 
(A3) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,03035  
Via Crispi 
(B3) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,0007853 
Pre. vs. Est. 2014 0,0003201  Pre. vs. Est. 2014 0,0361 
Pre. vs. Est. 2015    Pre. vs. Est. 2015   
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,00010  Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,001456 
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,00154  Inv. 2014 vs. Est. 2015   
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,0001503  Est. 2014 vs. Est. 2015 0,02782 
Via Svevo 
(A4) 
Pre. vs. Inv. 2014    
Piazz I 
maggio (B4) 
Pre. vs. Inv. 2014   
Pre. vs. Est. 2014 0,0001074  Pre. vs. Est. 2014   
Pre. vs. Est. 2015 0,03753  Pre. vs. Est. 2015   
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,04488  Inv. 2014 vs. Est. 2014   
Inv. 2014 vs. Est. 2015    Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,037373 
Est. 2014 vs. Est. 2015    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,002536 
Giardino 
Basevi (A5) 
Pre. vs. Inv. 2014    
Via Ampezzo 
(B5) 
Pre. vs. Inv. 2014   
Pre. vs. Est. 2014 0,00325  Pre. vs. Est. 2014   
Pre. vs. Est. 2015 0,0003812  Pre. vs. Est. 2015   
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,04412  Inv. 2014 vs. Est. 2014   
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,0235  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,03181 
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,000002  Est. 2014 vs. Est. 2015 0,01392 

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Fig. 24 
Concentrazioni di MDA misurate prima e dopo l’esposizione su talli di F. caperata nelle tre campagne (inverno 2014, estate 2014 ed estate 2015). I box plot indicano mediana 
(linea centrale) e quartili (bordi inferiore e superiore), n=4. 

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La quantità di K+ rilasciato dai talli lichenici durante i vari cicli espositivi mostra differenze 
significative rispetto ai valori pre-esposizioni in 5, 1 e 8 siti (su un totale di 10) rispettivamente 
nelle esposizioni invernale ed estiva del 2014 e in quella estiva del 2015 (tabella x). Mentre dal 
confronto tra i 3 periodi espositivi, è possibile riscontrare differenze significative in 2, 5 e 4 siti nel 
confronto inverno 2014 / estate 2014, inverno 2014 / estate 2015 ed estate 2014 / estate 2015, 
rispettivamente. In particolare, i livelli di ione K+ subiscono un forte incremento nella stagione 
estiva del 2015 (indipendentemente dalla città presa in esame) con valori mediani che si attestano 
tra 0,17 e 0,55 ppm. 
Tabella 7 
Valori di P ottenuti mediante test U di Mann-Whitney dal confronto tra singoli periodi espostivi e le rispettive pre-
esposizioni e le differenti stagioni nella concentrazione di K+ rilasciato dai talli.
Muggia (A1) 
Pre. vs. Inv. 2014   
San Giovanni 
(B1) 
Pre. vs. Inv. 2014   
Pre. vs. Est. 2014    Pre. vs. Est. 2014   
Pre. vs. Est. 2015 0,00929  Pre. vs. Est. 2015 0,007113 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,03428  Inv. 2014 vs. Est. 2014   
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,009124  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,009733 
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,03314  Est. 2014 vs. Est. 2015 0,009035 
Via di Giarizzole 
(A2) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,03037 
Via Pozzuolo 
(B2) 
Pre. vs. Inv. 2014   
Pre. vs. Est. 2014    Pre. vs. Est. 2014   
Pre. vs. Est. 2015 0,0008353  Pre. vs. Est. 2015 0,0001237 
Inv. 2014 vs. Est. 2014    Inv. 2014 vs. Est. 2014   
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,01857  Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,00007244 
Est. 2014 vs. Est. 2015    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,0003896 
Via Pitacco (A3) 
Pre. vs. Inv. 2014   
Via Crispi (B3) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,04657 
Pre. vs. Est. 2014    Pre. vs. Est. 2014   
Pre. vs. Est. 2015 0,0245  Pre. vs. Est. 2015 0,0002779 
Inv. 2014 vs. Est. 2014    Inv. 2014 vs. Est. 2014   
Inv. 2014 vs. Est. 2015    Inv. 2014 vs. Est. 2015   
Est. 2014 vs. Est. 2015    Est. 2014 vs. Est. 2015 0,00008061 
Via Svevo (A4) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,0009436 
Piazz I maggio 
(B4) 
Pre. vs. Inv. 2014   
Pre. vs. Est. 2014 0,00008972  Pre. vs. Est. 2014   
Pre. vs. Est. 2015 0,00103  Pre. vs. Est. 2015   
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,0001246  Inv. 2014 vs. Est. 2014   
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,002592  Inv. 2014 vs. Est. 2015   
Est. 2014 vs. Est. 2015    Est. 2014 vs. Est. 2015   
Giardino Basevi 
(A5) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,002592 
Via Ampezzo 
(B5) 
Pre. vs. Inv. 2014 0,04455 
Pre. vs. Est. 2014    Pre. vs. Est. 2014   
Pre. vs. Est. 2015 0,04148  Pre. vs. Est. 2015   
Inv. 2014 vs. Est. 2014    Inv. 2014 vs. Est. 2014   
Inv. 2014 vs. Est. 2015    Inv. 2014 vs. Est. 2015   
Est. 2014 vs. Est. 2015    Est. 2014 vs. Est. 2015   

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Fig. 25 
Determinazione dei livelli di K+ rilasciato dai talli lichenici di F. caperata prima e dopo l’esposizione (inverno 2014, estate 2014 ed estate 2015). I box plot indicano mediana 
(linea centrale) e quartili (bordi inferiore e superiore), n=4.  
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Nel confronto tra le misurazione della concentrazioni di clorofilla a prima e dopo l’esposizione nei 
3 periodi (tabella 8), si notano differenze statisticamente significative soltanto in un sito nell’estate 
2014 (Piazza I maggio, B4) ed in uno nell’estate 2015 (San Giovanni, B1). Per quanto riguarda la 
clorofilla b, è possibile registrare differenze significative rispetto al materiale lichenico di pre-
esposizione in 3 siti nell’inverno 2014 (Via di Giarizzole, A2; Via Svevo, A4; Piazza I maggio, B4), 
ed in uno nell’estate 2014 (Piazza I maggio, B4). In particolare, i livelli di clorofilla a e b subiscono 
il maggiore incremento nella stagione estiva 2014 con valori medi che si attestano tra 1632 e 2708 
(clorofilla a) e 373 e 910 (clorofilla b) nmol g-1 DW (figura 26). Per quanto concerne il rapporto 
clorofilla a/b, si riscontrano differenze significative rispetto ai valori di pre-esposizione in 9, 2 e 1 
sito (su un totale di 10), quando misurato al termine rispettivamente (i) dell’esposizione inverno 
2014 / estate 2014, (ii) inverno 2014 / estate 2015 (tabella 8). Non è possibile individuare aumenti o 
decrementi rispetto alla pre-esposizione dei livelli del rapporto clorofilla a/b nei vari siti presi in 
esame, indipendentemente dalla stagione e dall’anno (figura 26). In tutti i campioni si nota uno stato 
di de-epossidazione elevato. Le differenze statisticamente significative nei livelli di VAZ tra pre- e 
post-esposizione sono riscontrate in 3 siti nell’inverno 2014, mentre quelle di AZ/VAZ in 4 siti 
nell’inverno 2014, 2 siti nell’estate 2014, 9 siti nell’estate 2015. 
Tabella 8 
Valori di P ottenuti mediante test U di Mann-Whitney dal confronto tra singoli periodi espostivi e le rispettive pre-
esposizioni e le differenti stagioni nella concentrazione di pigmenti fotosintetici ed accessori, n=3. 
 
Chla Chlb Chla/b VAZ AZ/VAZ 
Muggia (A1) 
Pre. vs. Inv. 2014     0,007462     
Pre. vs. Est. 2014           
Pre. vs. Est. 2015           
Inv. 2014 vs. Est. 2014           
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,01621 0,007523 0,04298     
Est. 2014 vs. Est. 2015   0,02545       
Via di Giarizzole 
(A2) 
Pre. vs. Inv. 2014   0,01927     0,01846 
Pre. vs. Est. 2014         0,04493 
Pre. vs. Est. 2015         0,01144 
Inv. 2014 vs. Est. 2014           
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,003149 0,001325   0,0309 0,002328 
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,002011 0,001709   0,0117 0,0007553 
Via Pitacco (A3) 
Pre. vs. Inv. 2014     0,02009 0,01226 0,01257 
Pre. vs. Est. 2014           
Pre. vs. Est. 2015         0,008853 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     0,01387   0,005249 
Inv. 2014 vs. Est. 2015           
Est. 2014 vs. Est. 2015           
Via Svevo (A4) 
Pre. vs. Inv. 2014   0,02959 0,02417     
Pre. vs. Est. 2014           
Pre. vs. Est. 2015         0,01197 
Inv. 2014 vs. Est. 2014         0,03423 
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,03983 0,04687       
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,02951         

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Giardino Basevi (A5) 
Pre. vs. Inv. 2014     0,02876 0,04392   
Pre. vs. Est. 2014     0,03165     
Pre. vs. Est. 2015         0,02347 
Inv. 2014 vs. Est. 2014   0,04154 0,02963     
Inv. 2014 vs. Est. 2015           
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,01946 0,03528 0,02894     
San Giovanni (B1) 
Pre. vs. Inv. 2014     0,03941     
Pre. vs. Est. 2014           
Pre. vs. Est. 2015 0,04295       0,003763 
Inv. 2014 vs. Est. 2014           
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,04203 0,02125   0,04424   
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,03795 0,009318   0,01157   
Via Pozzuolo (B2) 
Pre. vs. Inv. 2014   0,02305 0,0008568     
Pre. vs. Est. 2014           
Pre. vs. Est. 2015         0,006969 
Inv. 2014 vs. Est. 2014           
Inv. 2014 vs. Est. 2015           
Est. 2014 vs. Est. 2015       0,03952 0,04698 
Via Crispi (B3) 
Pre. vs. Inv. 2014     0,001134   0,009348 
Pre. vs. Est. 2014     0,01271     
Pre. vs. Est. 2015         0,009397 
Inv. 2014 vs. Est. 2014     0,001752     
Inv. 2014 vs. Est. 2015           
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,02932 0,02762 0,01563     
Piazz I maggio (B4) 
Pre. vs. Inv. 2014   0,02502 0,003389 0,02063   
Pre. vs. Est. 2014 0,01038 0,01161       
Pre. vs. Est. 2015     0,04843   0,001576 
Inv. 2014 vs. Est. 2014 0,003957 0,01628 0,02429     
Inv. 2014 vs. Est. 2015     0,0385   0,02843 
Est. 2014 vs. Est. 2015 0,002917 0,008457 0,008078     
Via Ampezzo (B5) 
Pre. vs. Inv. 2014     0,002658   0,001534 
Pre. vs. Est. 2014         0,003908 
Pre. vs. Est. 2015         0,00903 
Inv. 2014 vs. Est. 2014         0,005177 
Inv. 2014 vs. Est. 2015 0,001895 0,0334   0,01776 0,004158 
Est. 2014 vs. Est. 2015       0,0133 0,01167 

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Fig. 26 
Concentrazioni di clorofilla a, clorofilla b, rapporto clorofilla a/b, pool di xantofille (VAZ= violaxantina + anteraxantina + zeaxantina), indice di de-epossidazione (AZ/VAZ), 
n=3.
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9. DISCUSSIONE 
 
 
Le indagini preliminari sugli aspetti metodologici hanno messo in evidenza come i lavaggi in 
acetone siano una procedura invasiva a livello di membrana cellulare, provocando un danno 
quantificabile attraverso sia la determinazione di MDA, che la quantificazione del rilascio di 
K+. Il danno sembra essere permanente, infatti, tali indicatori non ritornano a livelli pre-
trattamento neanche dopo riadattamento in condizioni di umidità e temperatura controllate. È 
interessante notare come diversi autori (Solhaug e Gauslaa, 1996; Lange et al., 1997) abbiano 
ipotizzato che i lavaggi in acetone non causino danni permanenti sulla vitalità dei talli, 
basandosi tuttavia, per tali conclusioni, principalmente su misure di fluorescenza clorofilliana 
e di pigmenti primari, parametri dunque legati alla sola componente fotoautotrofa della 
simbiosi. Anche nel nostro caso, il contenuto di clorofille non risulta modificato, a riprova che 
tale parametro, così come la sola fluorescenza della clorofilla a, non può essere considerato 
un marker esaustivo di danno nel caso dei licheni. La determinazione del contenuto di MDA, 
marker dello stato perossidato dei tessuti biologici in quanto prodotto finale della 
degradazione ossidativa degli acidi grassi insaturi (Valenzuela, 1991; Egger et al., 1994) e le 
misure del rilascio di K+, indicatore dell’integrità di membrana (Puckett et al., 1977; Pindaru 
et al., 2013), dovrebbero dunque essere sempre affiancate alle analisi dei parametri più 
strettamente legati al fotobionte. 
Per quanto concerne le esposizioni a differenti umidità relative, si nota l’interessante 
riduzione dei valori di Fv/Fm nei licheni esposti per una settimana ad umidità relative 
comprese tra 83% e 91%. Questo decremento non sorprende affatto se si pensa che tale effetto 
è già stato dimostrato in licheni non idratati (Hájek et al., 2001; 2006). Tale risultato ci porta 
ad ipotizzare, per la nostra specie campione, uno specifico intervallo di attivazione metabolica 
(con valori di umidità relativa superiori almeno all’80%) in sostanziale accordo con diversi 
autori che identificano proprio questa come la soglia di attivazione del metabolismo di molte 
specie licheniche (Lange et al., 1986; Santanoo & Boonpragob, 2014). Al contempo non 
sembra esserci danno ossidativo (quantificato come perossidazione lipidica) a seguito dei 
differenti trattamenti di umidità e ciò non sorprende se si pensa che questi organismi sono 
abituati ad affrontare continui cicli di disidratazione e reidratazione (Jonsson et al. 2008; 
Lange and Green 2008) e che, quindi, sono equipaggiati con un buon pool di antiossidanti, 
92 

enzimatici e non, per contrastare gli effetti negativi di tale stile di vita (Pellegrini et al., 2014) 
e rispristinare in tempi brevi le attività metaboliche.  
L’analisi dei risultati dell’articolato esperimento dei trapianti lichenici mostra un marcato 
effetto della stagionalità sulla vitalità lichenica. Ciò risulta particolarmente evidente dai valori 
di Fv/Fm post-esposizione, molto più alti nella stagione estiva 2014 (estate mite e 
relativamente piovosa) rispetto alle altre due esposizioni, che presentano, invece, un notevole 
calo di Fv/Fm a confronto con i livelli pre-esposizione. I fenomeni fotoinibitori registrati 
nell’inverno 2014 possono essere fatti risalire alla maggiore incidenza di radiazioni solari sui 
talli lichenici, poiché, in questa stagione, manca la copertura fogliare degli tigli su cui i 
trapianti venivano appesi. La diminuzione di Fv/Fm in specie licheniche a seguito di eccesso 
luminosa è ben documentata in letteratura (Demmig-Adam et al., 1990; Singh et al., 2013; 
Yemets et al., 2015). Tuttavia è da evidenziare anche la correlazione con i più alti livelli, in 
questa stagione, di NOx, inquiannti che hanno un effetto deleterio sull’efficienza fotosintetica, 
come riportato da Piccotto et al. (2011). Gli NOx, infatti, causano: acidificazione del 
citoplasma (Lorenzini e Nali, 2005), con possibile conseguete riduzione del gradiente 
protonico trans-tilacodiale (Tretiach et al., 2007) ed accumulo di nitrati a livello cellulare 
(Qiao & Murray, 1998), tutti fattori responsabili di alterazioni a carico del processo 
fotosintetico, specialmente in specie anitrofiliche come, appunto, F. caperata. Possiamo, 
invece, ricondurre il decremento di Fv/Fm dell’estate 2015 a fattori climatici, tale periodo 
espositivo è stato, infatti, caratterizzato da temperature più elevate e piogge meno frequenti 
rispetto all’estate precedente, con conseguente ridotta disponibilità idrica per i licheni. Questo 
risultato trova accordo con le nostre precedenti prove condotte in laboratorio e con i risultati 
di precedenti autori (tra cui Nayaka e Saxena, 2014). I valori di Fv/Fm presentano, tuttavia, 
sempre un recupero completo ed uniforme dopo il trattamento di riadattamento. 
I risultati osservati a carico di Fv/Fm sono confermati dalla diminuzione di NPQ, riscontrabile 
in tutte le esposizioni, ma soprattutto nell’estate 2015. Questo risultato è in accordo con la 
minor percentuale di de-epossidazione delle xantofille osservata in questa stagione. La 
conversione reversibile di violaxantina a zeaxantina nel ciclo delle xantofille, e conseguente 
dissipazione dell’eccesso di energia sotto forma di calore, è, infatti, strettamente correlata allo 
sviluppo di NPQ e si verifica prevalentemente in condizioni di eccesso luminoso (Demmig-
Adams e Adams 1996; Gilmore 1997; Fernandez-Marın et al. 2010, Kranner et al., 2005). 
Quindi verosimilmente tale meccanismo fotoprotettivo non fotochimico risulta 
particolarmente attivo nella stagione invernale, quando, appunto, lo stress luminoso è 
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particolarmente intenso. Nell’estate 2015, invece, evidentemente tale meccanismo protettivo 
non è entrato in funzione determinando un brusco calo di NPQ.  
Il quenching fotochimico (qP) è la diminuzione della fluorescenza dovuta all’alta efficienza di 
trasferimento energetico dal PSII al pathway fotochimico. Nell’inverno 2014 si registra un 
leggero aumento di qP a confronto con entrambe le estati. Questo fenomeno potrebbe essere 
riconducibile alla maggiore disponibilità luminosa e quindi ad una maggiore attività 
fotosintetica dei talli. 
Nell’estate 2015 si nota una correlazione tra i livelli di ozono e i bassi parametri di 
fluorescenza e l’alta perdita di K+. Tuttavia questa correlazione non è sufficiente a stabilire 
un rapporto causa-effetto tra la presenza dell’inquinante e la comparsa dei sintomi nel lichene, 
che, più verosimilmente, sono da attribuire a condizioni meteo-climatiche sfavorevoli per 
questi organismi e favorevoli, invece, alla formazione dell’ozono (alte temperature e elevata 
irradianza). Del resto la tolleranza dei licheni all’ozono è già ampiamente documentata 
(Lorenzini et al., 2003; Riddell et al., 2012; Bertuzzi et al., 2013).   
E’ da tenere presente il fatto che la tecnica utilizzata, ovvero il trapianto di individui 
recuperati in ambienti prossimo-naturali all’interno del contesto urbano, rappresenta in un 
certo modo una forzatura ai fini dello studio delle performances dei licheni negli ambienti 
antropizzati. Tale procedura, infatti, esclude dall’analisi l'influenza di alcuni fattori 
importanti, come gli inquinanti che si possono accumulare nel tempo in un tallo autoctono 
provocando danni all’organismo. Osservando le risposte dei trapianti “sani” verranno quindi a 
mancare gli effetti sinergici dell’interazione pregressa lichene-ambiente urbano.  
Tuttavia possiamo trarre valide conclusioni da questo studio condotto sull’organismo modello 
F. caperata. Tale lichene rappresenta una specie molto diffusa nelle aree temperate (è 
classificabile come mesofila), ivi compresa, la nostra area di studio, dove è estremamente 
comune nelle aree boschive, mentre la sua frequenza diminuisce a partire dalle aree suburbane 
fino quasi a scomparire in città (Miani et al., 2003). In accordo con precedenti studi (Tretiach 
et al., 2012), anche dal nostro lavoro emerge, come non solo l’inquinamento, ma anche e, in 
maniera marcata, le condzioni meteoclimatiche saino fattori di influenza sulla vitalità di 
F.caperata negli ambienti urbani. 
Pur non determinando effetti irreversibili, le condizioni ambientali limitanti nelle città 
(carenza idrica, eccesso di luce, presenza di inquinanti), potrebbero essere sufficienti ad 
indebolire o perfino eliminare la dispersione e lo sviluppo di nuovi propaguli vegetativi e 
giovani talli che si siano venuti a formare nei periodi in cui le condizioni ambientali erano più 
favorevoli, ma che non sopravvivono agli eventi più acuti. Di conseguenza potrebbe 
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verificarsi una redistribuzione nell’assetto delle popolazioni licheniche a favore di quelle 
xero- ed eliofile, che dovrebbero essere capaci di fronteggiare gli alti carichi di stress 
ossidativo (Kranner et al., 2003) molto meglio rispetto alle specie igro- e sciofile. 
Infine, è da tenere presente che il mesoclima arido degli ambienti urbani ridurrebbe 
pesantemente la lunghezza del periodi in cui i licheni sono fotosinteticamente attivi, con 
conseguente riduzione dell’immagazzinamento di carbonio, vitale per la crescita del tallo 
(Lange e Green, 2008).  
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